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Exportsysteme fur rekombinante Proteine 

Beschreibung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft Vektoren, Wirt - Vektorkom- 
binationen und Verfahren zur Herstellung von stabilen Fu- 
. sionsproteinen bestehend aus einem Tragerprotein und einem 
Passagierprotein, wobei die Expression der Fusionsproteine 
io zur Exposition der Passagierdomanen auf der Oberflache von 
Bakterienzellen, insbesondere Escherichia coli Zellen f uhrt . 
Bei Bedarf konnen die Passagierdomanen durch Proteasen, z.B. 
durch ausgewahlte Wirtsf aktoren, wie etwa OmpT in das Milieu 
f reigesetzt werden . 

is 

Die vorliegende Erfindung betrifft dariiberhinaus die Verwen- 
dung von Tragerproteinen oder Tragerproteinanteilen aus na- 
tiirlichen Proteinen, die als Aminosauresequenzen in Datenban- 
ken oder Dateien vorliegen und entsprechend ihrer Eigenschaf- 
20 ten Autotransporter genannt werden. 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht Verfahren zur Identifi- 
zierung und Selektion von Bakterien, die mindestens ein Pas- 
sagierprotein auf ihrer Oberflache mit definierter Affinitat 

2s zu einem Bindungspartner exprimieren, sowie deren Verwendung 
fur diagnostische Zwecke . Insbesondere erlaubt das erfin- 
dungsgemaSe Verfahren die Expression von Peptid-Bibliotheken 
auf der Oberflache von Bakterienzellen, mit deren Hilfe bei- 
spielsweise die Bestimmung des Liganden mit der hochsten Af- 

30 finitat bei Antikorpern, MHC-Molekulen oder anderen Komponen- 
ten des Immunsystems moglich ist . 

Dariiberhinaus ermoglicht das erf indungsgemaSe Verfahren die 
Produktion von JFusionsproteinen, die sich aus Anteilen schwe- 
35 rer und leichter Antikorperdomanen und einem Autotransporter 
zusammensetzen, und deren Transport durch die bakterielle 
Zellhulle. In einer spezifischen Aus fuhrungs form wird letzt- 
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lich die zielgerichtete Varianz von bindungsaktiven rekombi- 
nanten Antikorpern und deren funktionelle Presentation auf 
der Zelloberf lache von Escherichia coli moglich. 

s Generell erlaubt das erf indungsgemafie Verfahren die Expres- 
sion von rekombinanten Proteinen, die Rezeptoren oder Ligan- 
den sein konnen, auf der Bakterienoberf lache , sowie die Se- 
lektion aufgrund der Bindungsaf f initat zu einem Bindungspart 
ner, womit eine damit einhergehende Selektion eines klonalen 
io Produzenten moglich wird. 

Erf indungsgemaS ist auch eine Verwendung von Bakterien, die 
Proteinf usionen auf der Zelloberf lache exprimieren und die 
gebunden an ein Tragermaterial oder in Losung vorliegen, zur 

is gezielten Anreicherung oder Reinigung eines zu den Oberfla- 
chen-exponierten Proteindomanen Aff initat zeigenden Bindungs- 
partners. Daruberhinaus betrifft die vorliegende Erfindung 
auch die Oberf lachenexpression von Enzymen oder anderen Pro- 
teinen mit biologisch, chemisch oder technisch relevanten 

20 Eigenschaf ten, sowie, im Bedarf sf alle , deren gezielte Frei- 
setzung in das umgebende Milieu. 

Die Oberf lachenexposition von rekombinanten Proteinen auf 
Bakterienzellen ist ein Verfahren mit einer Vielzahl von mog- 

2s lichen mikrobiologischen, molekularbiologischen, immunologi- 
schen oder technischen Anwendungen . Durch Produktion von re- 
kombinanten Proteinen auf diese Art und Weise werden ihre 
Eigenschaf ten, z.B. Bindungsaf finitaten oder enzymatische 
Aktivitaten (Francisco et al . , Bio . Technology 11 (1993) 491 - 

30 495) zuganglich, ohne dafi ein weiterer Schritt, wie 

beispielsweise der AufschluS der Produzentenzelle notwendig 
ist. Da nur eine limitierte Anzahl von Faktoren natiirlicher- 
weise auf der Baktereinoberf lache exprimiert werden, ist zu- 
satzlich eine spezifische Anreicherung des rekombinanten Pro- 

35 teins im Vergleich zu einer cytosolischen Produktion gegeben 
Ein weiterer wesentlicher Vorteil ist, dafS man mit den glei- 
chen Methoden, mit denen man das gesuchte rekombinante Pro- 
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tein selektioniert , auch den P.roduzenten dieses Proteins, 
eine Bakterienzelle isolieren kann, und somit einen klonalen 
Produzenten erhalt, der dauerhaft gelagert, stabil reprodu- 
ziert und in groSem MaEstab vermehrt werden kann. 

5 

Fur die Presentation rekombinanter Proteine auf der Zellober- 
flache wurden bisher verschiedene Systeme verwendet , die je- 
doch ausnahmslos auch naturlicherweise fur den Transport oder 
die Sekretion bakterieller Oberf lachenproteine dienen (Little 
io et al., TIBTECH 11 (1993), 3-5). Sinnvollerweise wurde da- 
bei die DNA-Region, die naturlicherweise fur das zu transpor- 
tierende Protein, den Passagier, kodiert, ersetzt oder er- 
ganzt durch die kodierende DNA-Region des gewiinschten rekom- 
binanten Proteines, wobei jedoch die kodierenden Bereiche der 
is fur den Transport verantwortlichen Proteindomanen, die Tra- 
gerproteine, in der Regel unverandert blieben. Daraus wird 
deutlich, daS Systeme, in denen Passagier- und Tragerkompo- 
nente unmittelbar benachbart oder in einem Gen kodiert vor- 
liegen, sogenannte Ein-Komponenten-Systeme , einen erheblichen 
20 Vorteil gegenuber Systemen mit mehreren, unabhangigen Kompo- 
nenten (Gentschev et al . , Behring Inst. Mitt. 95 (1994) 57 - 
66) haben, insbesondere bei der Herstellung von universell 
verwendbaren Vektoren, die neben der Eigenschaft zur stabilen 
Replikation, einem oder mehreren Selekt ionsmarkern , den fur 
2s den Transport notwendigen Proteindomanen, auch eine Inser- 
tionsstelle fur das den Passagier kodierende DNA- Fragment 
enthalten miissen. Als Tragerproteine in vielen bisher verwen- 
deten Ein-Komponenten-Systemen wurden Proteine der aufieren 
Membran von E. coli verwendet. Dazu gehoren unter anderem 
30 LamB (Charbit et al . , Gene 70 (1988), 181 - 189), PhoE (Ag- 
terberg et al., Gene 59 (1987) 145 - 150) oder OmpA (Frans- 
cisco et al . , Proc. Natl. Acad. Sci (1992), 2713 - 2717), 
deren Verwendung jedoch Nachteile bergen . So konnen zusatz- 
liche Proteinsequenzen nur in oberf lachenexponierten Schlei- 
35 fen integriert werden, was einmal zu fixierten amino- und 
carboxyterminalen Enden an den einrahmenden Tragerproteinse- 
quenzen fuhrt und zum anderen sich limitierend auf die Lange 
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der einzubringenden Sequenzen auswirkt . Die Verwendung des 
Peptidoglykan assoziierten Lipoproteins (PAL) als Tragerpro- 
tein fuhrt zwar zum Transport zur aufieren Membran, eine Pre- 
sentation nativer Proteinsequenzen auf der Oberflache von 
s E.coli ist damit jedoch nicht moglich (Fuchs et al . , 

Bio. Technology 9 (1991), 1369 - 1372). Eine Oberf lachenex- 
pression groSerer Proteine ist moglich unter Verwendung einer 
Fusion aus OmpA und Lpp als Tragerproteinanteil , an deren 
Carboxylende die Passagierproteinsequenzen angehangt werden 
10 (Franscisco et al . , Proc . Natl. Acad. Sci (1992), 2713 - 

2717) . Dabei ist als Nachteil in Kauf zu nehmen, daS die Fi- 
xierung des N-Terminus des Passagiers eine korrekte Faltung 
oder Funktion verhindern kann. 

is Weiterhin sind sogenannte Autotransporter enthaltende Pro- 
teine bekannt, eine Familie von sekretierten Proteinen in 
Gram-negativen Bakterien. In der Publikation Jose et al . 
(Mol .Microbiol . 18 (1995), 377-382) werden einige Beispiele 
fur solche Autotransporterproteine genannt . Diese Proteine 

20 enthalten eine Proteindomane, die den Transport einer N-ter- 
minalen angehangten Proteindomane durch eine aus fi-Faltblatt- 
strukturen gebildete Porenstruktur in der AuSenmembran Gram-- 
negativer Bakterien ermoglicht. Die Autotransporter enthal- 
tenden Proteine werden als sogenanntes Poly-Protein-Vorlau- 

25 fermolekiil synthet isiert . Der typische Aufbau eines solchen 
Vorlauf erproteins ist dreigeteilt. Am N-Terminus befindet 
sich eine Signalsequenz , die verantwort lich ist fur den 
Transport durch die innere Membran, unter Inanspruchnahme des 
im Wirt vorhandenen Sec-Transportapparates und die dabei ab- 

30 getrennt wird . Daran schliefit sich die zu sekret ierende Pro- 
teindomane an, gefolgt von einer C-terminalen Helf erdomane , 
die eine Pore in der AuSenmembran bildet, wodurch die N- ter- 
minal angehangte zu sekret ierende Proteindomane an die Ober- 
flache transloziert wird. Dort bleibt diese in Abhangigkeit 

35 ihrer auszuiibenden Funktion mit dem nun als Membrananker die- 
nenden Heifer an der Bakterienoberf lache verbunden oder wird 
durch proteolytische Aktivitat abgetrennt, wobei diese pro- 
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teolytische Aktivitat der zu sekret ierenden Proteindomane 
innewohnen kann oder eine vom Wirt ausgehende Eigenschaft 
sein kann oder eine externe/gezielt zugesetzte Aktivitat 
(z.B. Thrombin, IgA-Protease) sein kann. Die Sektretion hete- 
s rologer Polypeptide bzw. Proteine unter Verwendung eines auf 
einem Autotransporter basierenden Exp ressionssystems ist be- 
kannt . So ist beispielsweise aus EP-A-0 254 090 oder der Pu- 
blikation Kiauser et al . (EMBO J. 11 (1992), 2327-2335) be- 
kannt, daS die Helferdomane der IgA-Protease aus N. gonorr- 
io hoeae heterologe Polypeptide als Passagierdornanen in den he- 
terologen Bakterienstammen E.coli und Salmonella typhimurium 
exprimieren kann. 

Weiterhin ist der extrazellulare Transport des Proteins VirG 
is von Shigella bei Suzuki et al . ( J . Biol . Chem . 270 (1995), 

30874-30880) beschrieben. Bei diesem Protein handelt es sich 
ebenfalls urn einen IgA- Protease-ahnlichen Autotransporter, 
der zur Expression fremder Polypeptide wie etwa MalE und PhoA 
in der Lage ist, die kovalent an den N-Terminus der 
20 Autotransporterdomane von VirG verkniipft wurden. Weiterhin 
wird in der Arbeit Shimada et al . (J.Biochem. 116 (1994), 
327-334) der extrazellulare Transport eines heterologen Po- 
lypeptids, namlich Pseudoazurin aus A. faecales in E.coli 
unter Verwendung der Autotransporterdomane der Serinprotease 
25 von S. marcescens beschrieben. 

Bei den im Stand der Technik beschriebenen Verfahren zur Her- 
stellung zur Expression heterologer Passagierproteine mit 
Hilfe von Autotransportersystemen wurden jedoch erhebliche 

30 Nachteile f estgestellt . So treten bei Verwendung der Trans- 
porter- bzw. Helferdomane der IgA-Protease aus N. gonorrhoeae 
in E.coli als Wirtstamm haufig erhebliche Kompat ibilitatspro- 
bleme auf. Zu starke Expression fiihrt zur Zell-Lyse oder die 
Bakterien zeigen ein vermindertes Wachstum auch bei mittlerer 

35 Expression, was in beiden Fallen zu einer erheblich vermin- 
derten Fusionsproteinausbeute fiihrt und auf Schwachen in der 
Stabilitat des Systems hinweist . Der vorliegenden Erfindung 
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lag also das technische Problem zugrunde, Tragerproteine be- 
reitzustellen, die insbesondere bei Verwendung von E.coli als 
Wirtsstamm nicht zu diesen Nachteilen fuhren, da aus vieler- 
lei Grunden E.coli als Wirtsstamm gegeniiber z.B. Neisseria 

s gonorrhoeae vorzuziehen ist . Zum einen lassen sich E.coli 
Stamme mit rekombinanter DNA schon in einfachen Laboratorien 
der Sicherheitsstuf e 1 anziehen. Daruberhinaus wird bereits 
mit E.coli Stammen in der kommerziellen Produktion rekombi- 
nanter Proteine gearbeitet . Dies bedeutet einen erheblichen 

o Vorteil im Umgang und in der Handhabung von rekombinanten 
E.coli Stammen im Vergleich zu anderen Wirtsstammen. Dariiber- 
hinaus gibt es von E.coli bereits eine groSe Anzahl genau 
charakterisierter Mutantenstamme , die in Abhangigkeit der 
gewunschten Anwendung eine Auswahl des Wirtsstammes zulassen. 



Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Presenta- 
tion von Peptiden oder/und Polypeptiden au£ der Oberflache 
von Gram-negativen Wirtsbakterien, wobei man, 

(a) ein Wirtsbakterium bereitstellt , das transf ormiert mit 
einem Vektor, auf dem in operativer Verkniipfung mit ei- 
nem Promotor eine fusionierte Nukleinsauresequenz loka- 
lisiert ist, umfassend: 

(i) einen Signalpeptid-kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt , 

(ii) einen fur das zu prasentierende Passagierpept id 
oder/und Passagierpolypept id kodierenden Nuklein- 
saureabschnitt , 

(iii) gegebenenf alls einen fur eine Proteaseerkennungs- 
stelle kodierenden Nukleinsaureabschnit 1 , 

(iv) einen fur einen Transmembranlinker kodierenden Nu- 
kleinsaureabschnitt und 

(v) einen fur eine Transporterdomane eines Auto- 
transporters kodierenden Nukleinsaureabschnitt ; und 

(b) das Wirtsbakterium unter Bedingungen kultiviert, bei 
denen eine Expression der fusionierten Nukleinsaurese- 
quenz und eine Presentation des von dem Nukleinsaureab- 
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schnitt (ii) kodierten Peptids oder Polypeptids an der 
Oberflache des Wirtsbakteriums erfolgt, 

dadurch gekennzeichnet , dafi der Nukleinsaureabschnit t (ii) 
gegenuber dem fur die Transporcerdomane (v) kodierenden Nu- 
kleinsaureabschnitt heterolog und das Wirtsbakterium gegen- 
uber dem fur die Transporterdomane (v) kodierenden Nuklein- 
saureabschnitt homolog ist . 

Durch die Verwendung eines Wirtsbakteriums, welches gegenube 
dem fur die Transporterdomane kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt homolog ist, kann iiberraschenderweise eine gegenuber 
dem Stand der Technik deutlich verbesserte Oberf lachenprasen 
tat ion von Peptiden oder und Polypeptiden, insbesondere auch 
von kurzen synthet ischen Peptiden mit einer Lange von vor- 
zugsweise 4-50 Aminosauren bzw. von eukaryont ischen Poly- 
peptiden erreicht werden. 

Beim erfindungsgemaSen Verfahren wird ein Wirtsbakterium be- 
reitgestellt , das mit einem bzw. mit mehreren kompatiblen 
rekombinanten Vektoren transf ormiert ist. Ein solcher Vektor 
enthalt in operativer Verkniipfung mit einem Promotor und ge- 
gebenenfalls weiteren fur die Expression erf orderlichen Se- 
quenzen eine fusionierte Nukleinsauresequenz . Diese fusio- 
nierte Nukleinsauresequenz umfaSt (i) einen Signalpeptid-ko- 
dierenden Abschnitt, vorzugsweise einen Abschnitt, der fur 
ein Gram-negatives Signalpeptid kodiert, welches den Durch- 
tritt durch die innere Membran in das Periplasma ermoglicht. 
Weiterhin umfafit die fusionierte Nukleinsauresequenz (ii) 
einen fur das zu prasentierende Passagierpeptid bzw. Polypep 
tid kodierenden Abschnitt. Gegebenenf alls befindet sich 3'- 
seitig von diesem Abschnitt (iii) ein fur eine Proteaseerken 
nungsstelle kodierender Nukleinsaureabschnit t . Beispiele fur 
geeignete Proteaseerkennungsstellen sind Erkennungsstellen 
fur intrinsische , d.h. nattirlicherweise in der Wirtszelle 
vorhandene oder extern zugefuhrte Proteasen. Beispiele fiir 
extern zugefuhrte Proteasen sind die IgA-Protease (vgl. z.B. 
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EP-A-0 254 090), Thrombin oder Faktor X. Beispiele fur in- 
trinsische Proteasen sind OmpT, OrnpK oder Protease X. 3'-sei 
tig von diesem Abschnitt befindet sich (iv) ein fur einen 
Transmembranl inker kodierender Nukle insaureabschnitt , der 
s eine Presentation des von Abschnitt (iii) kodierten Peptids 
oder Polypeptids auf der AuSenseite der auBeren Membran des 
Wirtsbakteriums ermoglicht . 3'-seitig dieses Abschnitts ist 
ein fur eine Transporterdomane eines Autotransporters kodie- 
render Nukleinsaureabschnitt . 



10 



Besonders bevorzugt werden Transmembranl inkerdomanen verwen- 
det, die homolog bezuglich des Autotransporters sind, d.h. 
die Transmembranl inkerdomanen werden von Nukleinsaureab- 
schnitten direkt 5'-seitig der Autotransporterdomanen ko- 
is diert . Die Lange der Transmembranlinker ist vorzugsweise 3 0 
160 Aminosauren. 



Die Transporterdomane ist in der Lage, in der AuEenmembran 
des Wirtsbakteriums ein sogenanntes S-FaS auszubilden. Das 

20 fi-FaS besteht aus einer geraden Anzahl antiparalleler , amphi- 
patischer, fi-Faltblatter . Diese Struktur besitzt wie andere 
Proteine der Aufienmembran Gram-negat iver Bakterien am C-Ter- 
minus eine aromatische Aminosaure wie Phenylalanin oder Tryp- 
tophan. Darauf folgen abwechselnd geladene (polare) und un- 

25 geladene (hydrophobe) Aminosauren, eine Struktur, die eine 
Rolle bei der Faltung mit der Membran zu spielen scheint . Die 
Anzahl und Lage der amphipat ischen, E-Faltblatter lassen sich 
mit Hilfe eines geeigneten Computerprogrammes ident if izieren 
und mit Hilfe von Analogien zu den AuSenmernbranporinen , von 

30 denen die Kristallstruktur bekannt ist (Cowan et al . , Nature 
358 (1992) 727 - 733) , zur Konstruktion eines Modells der 
FalSstruktur verwenden. Vorzugsweise ist die FaSstruktur auf - 
gebaut wie f olgt : 9-14, insbesondere ca . 12 Aminosauren (AS) 
fur einen Membrandurchgang ; keine oder eine minimale Anzahl 

35 geladener AS zeigen in einem S-Faltblatt nach aufien; kleine 
oder gar keine Schleifen zeigen nach innen, gegebenenf al Is 
zeigen groBe oder sehr groSe Schleifen nach auften; das &-Fa£ 
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setzt sich aus 12, 14, 16 oder 18, insbesondere aus 14 ar.ti- 
parallelen £-Faltblattern zusammen. 

Ausgehend von dem Modell des Passes kann nun der fur den 
s Selbsttransport durch die Aufienmembran notwendige Bereich 
festgelegt werden und mat einem Signalpeptid und einer Passa- 
gierdomane auf genet ischer Ebene verkniipft werden. Die 
Expression dieses Konstruktes ermoglicht dann den Transport 
des Passagierproteins zur Bakterienoberf lache , wobei das Si- 

io gnalpeptid ursprunglich von dem Passagier oder einem anderen 
Protein stammen kann. Dabei mufi berucksichtigt werden, daS 
zugehorig zu dem S-FalS eine in der Lange und Sequenz geeig- 
nete Linkerregion mit verkniipft wird, die durch die gebildete 
Pore durchreicht und dafur sorgt , dafi die Passagierdomanen 

is vollstandig an der Oberf lache exponiert sind. 

Ein wesentliches Merkmal des erf indungsgemaSen Verfahrens 
ist, dafi das Wirtsbakterium gegenuber dem fur die Transpor- 
terdomane kodierenden Nukleinsaureabschnitt homolog ist, d.h. 
20 die Wirtszelle und die Transporterdomane werden aus homologen 
Familien, z.B. Enterobakterien, vorzugsweise aus homologen 
Gattungen, z.B. Escherichia, Salmonella oder Helicobacter, 
besonders bevorzugt aus homologen Spezies, z.B. Escherichia 
coli, Salmonella typhimurium ausgewahlt . Besonders bevorzugt 
2s werden Salmonella oder E.coli als Wirtsbakterium und eine 

ebenfalls aus Salmonella oder E.coli stammende Transporterdo- 
mane oder eine Variante davon verwendet . 

Als besonders geeigneter E.coli Wirtsstamm sei hier der Stamm 
so JK321 (DSM 8860) genannt , der ompT", dsbA" ist und den gene- 
tischen Marker fpt tragt, was zu einer stabilen Oberf lachen- 
expression auch grofier Proteine, wie z.B. der V h -Kette eines 
Antikorpers mit Hilfe des igaS-Helf erproteins f uhrt . 

as In einer bevorzugten Aus fuhrungs form betrifft die vorliegende 
Erfindung daher ein Tragerprotein, das eine Autotransporter- 
funktion ausubt, und eine Oberf lachenexposi tion vcn rekombi- 
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nanten Proteine in Escherichia coli mit hoher Ausbeute ermog- 
licht. In einem typischen Beispiel handelt es sich dabei um 
den Autotransporter des "adhesin-involved-in-dif fuse-adheren- 
ce" ( AIDA- I ) aus E.coli (Benz und Schmidt, Infect. Immun. 57 
s (1989) , 1506 - 1511) . Die Transporterdomane des AIDA- I - 
Proteins ist in Fig. 2 dargestellt. Neben dieser spezifischen 
Sequenz konnen auch Varianten davon verwendet werden, die 
beispiel sweise durch Veranderung der Aminosauresequenz in den 
nicht am Membrandurchgang beteiligten Schleif enstrukturen 
io erzeugt werden konnen. Gegebenenf alls konnen die fur die 

Oberf lachenschleif en kodierenden Nukleinsaureabschnitte auch 
vollstandig deletiert werden. 



Auch innerhalb der amphipatischen S-Faltblattsnrukturen kon- 
ls nen konservative Aminosaureaustausche ( d.h. der Austausch 
einer hydrophilen durch eine andere hydrophile Aminosaure 
oder/und der Austausch einer hydrophoben durch eine andere 
hydrophobe Aminosaure vorgenommen werden. Vorzugsweise hat 
eine Variante eine Homologie von mindestens 80 % und insbe- 
20 sondere mindestens 90 % zu der in Fig. 2 angegebenen Sequenz 
der AIDA- I Autotransporterdomane zumindest im Bereich der S- 
Faltblattst rukturen . 

In einem weiteren typischen Beispiel handelt es sich bei detn 
2s verwendeten Autotransporter um den des SepA-Proteins aus Shi- 
gella flexneri (Benjellou-Touimi et al . , Mol. Micobiol 17 
(1995) 123 - 135) oder eine Variante davon. In einem weiteren 
typischen Beispiel handelt es sich um den Autotransporter des 
IcsA-Proteins aus Shigella flexneri (Goldberg et al. , J.Bac- 
30 teriol 175 (1993), 2189-2196) oder des Tsh-Proteins aus 

E.coli (Provence et al . , Infect . Immun 62 (1994), 1369-1380). 
In einem weiteren typischen Beispiel handelt es sich um den 
Autotransporter des Hsr-Proteins aus Helicobacter mustelae 
(O'Toole et al . , Mol . Microbiol . 11 (1994), 349-361), des 
3's Prn-Proteins aus Bordetella ssp . (Charles et al . , Proc.Natl. 
Acad.Sci USA 86 (1989), 3554-3558; Li et al . , J. Gen. Micro- 
biol . 138 (1992), 1697-1705), des Ssp-Proteins aus Serratia 
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marcescens (z.B. Yanagida et al . , J . Bacteriol . 166 (1986), 
937-944 oder Genbank- Accessionnr . X59719, D78380) , des Hap- 
Proteins aus Haemophilus influenzae (StGeme et al . , Mol. Mi- 
crobiol. 14 (1994), 217-233), des BrkA-Proteins aus Bordetel- 
5 la pertussis (Fernandez und Weiss, Infect . Immunol . 62 (1994), 
4727-4738), des VacA- Proteins aus Helicobacter pylori 
(Schmitt und Haas, Mol . Microbiol . 12 (1994), 307-319) oder 
verschiedener Proteine aus Rickettsien (z.B. 190kDa Zellober- 
f lachenantigene, Genbank- Accessionnr . M31227; SpaP, Carl et 
io al., Proc .Natl .Acad. Sci . USA 87 (1990), 8237-8241; rOmpB , 

Gilmore et al . , Mol . Microbiol . 5 (1991), 2361-2370 und Sip T, 
Hahn et al . , Gene 133 (1993), 129-133) bzw. eine - wie vor- 
stehend definierte - Variante davon. 

is Die DNA-Sequenzen und die davon abgeleiteten Atninosaurese- 
quenzen der zuvor genannten Autotransporter sind in den Figu- 
ren 7-24 dargestellt . 

Weitere Autotransporterdomanen in bakteriellen Oberflachen- 
20 proteinen oder in sekretierten bakteriellen Proteinen konnen 
aus in Datenbanken vorliegenden Proteinsequenzen aus in Pro- 
teinsequenzen, die auf in Datenbanken verfugbaren DNA-Sequen- 
zen basieren, oder aus durch Sequenzanalyse direkt oder indi- 
rekt uber die DNA-Sequenz bestimmten Proteinsequenzen abge- 
25 leitet werden. Die entsprechenden kodierenden Regionen (Gene) 
konnen zur Herstellung von Vektoren oder Fusionsproteingenen , 
die eine effektive Oberf lachenexpression von Passagierprotei - 
nen in Gram-negat iven Bakterien, insbesondere E.coli ermogli- 
chen , verwendet werden . 

30 

Oberf lachenprasentation bzw. -exposition bedeutet erfindungs- 
gemaS, daS die Fusionsproteine bzw. Passagierdomanen auf der 
dem Medium zugewandten Seite der auSeren Bakt erienmembran 
lokalisiert sind. Oberf lachenexponierte Passagierproteine 
as sind in intakten Gram-negativen Bakterien frei zuganglich fur 
Bindungspartner . 
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In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm ermoglicht die vorlie- 
gende Erfindung also die Oberf lachenprasent ation von Peptiden 
oder in einer weiteren Ausf uhrungsf orm die Oberf lachenprasen- 
tation von Pept idbibliotheken in Gram-negat iven Bakterien, 
s insbesondere in E.coli und deren Verwendung zur Bestimmung 
der Affinitat zu einem Antikorper oder einem anderen Rezeptor 
bzw. zur Epitopkartierung. Epitopkart ierung bedeutet, daS das 
Peptid mit der hochsten Affinitat zu einem Antikorper oder 
einem anderen Rezeptor oberf lachenexponiert auf dem produzie- 

10 renden Stamm ident if iziert wird. Dabei wird ein entscheiden- 
der Vorteil der vorliegenden Erfindung gegenuber den bisher 
verwendeten Phagensystemen (Makowski, Gene 228 (1993), 5 - 
11) zur Expression von Peptidbibliotheken deutlich. In dem 
erf indungsgemaSen bakteriellen System erfolgt mit der Ident i- 

is fizierung eines die gewiinschten Eigenschaf ten tragenden Pep- 
tides gleichzeitig die Selektion des klonalen Produzenten. 
Dieser kann unmittelbar vermehrt werden und zur Produktion 
groSerer Mengen des gewiinschten Peptides verwendet werden, 
ohne daS wie im Phagensystem aufwendige Zyklen von Infektion 

20 (Phagenvermehrung) und Selektion { Phagenauswahl) notwendig 
sind. Gleichzeitig mit der Vermehrung des das korrekte Peptid 
oberf lachenexponiert exprimierenden Stammes erfolgt eine Am- 
plifikation des entsprechenden kodierenden Gens, dessen Se- 
quenzanalyse eine eindeutige Ident if iz ierung und Charakteri- 

25 sierung des Peptids mit einfachen und etablierten Techniken 
erlaubt . Diese erf indungsgemaSen Vorteile treffen auf alle 
mit der vorliegenden Erfindung oberf lachenexponiert expri- 
mierten Passagierdomanen, d.h. Peptide und Polypeptide zu . 

30 Eine er f indungsgemaS hergestellte Pept idbibliothek enthalt 
also Fusionsproteine , zusammengeset zt aus einem Autotranspor- 
ter, in einer besonders bevorzugten Variante aus dem AIDA 
Autotransporter , und einem Peptid, das in einem Gram-negati- 
ven Bakterium, bevorzugt E.coli oberf lachenexponiert produ- 

35 ziert wird. Die hohe Varianz an verschiedenen exprimierten 
Peptiden ergibt sich in einem typischen Beispiel durch die 
Klonierung von degenerier ten , synthetisch hergestell ten Oli- 
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gonucleotiden zwischen die kodierenden Regionen fur das Si- 
gnalpeptid und den Autot ransporter . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm ermoglicht die 
s vorliegende Erfindung die Expression von als Antigen wirken- 
den Proteinen oder Proteinf ragmenten auf der Oberflache von 
Giram-negativen Bakterien, bevorzugt von E.coli. Die Konstruk- 
tion eines derartigen Fusionsproteines erfolgte erfindungs- 
gemaS unter Verwendung der S-Untereinheit des Toxins von Vi- 
io brio cholerae (CtxB) als Passagier und dem AIDA Autotranspor- 
ter als Tragerprotein . Die Zuganglichkeit der oberf lachenex- 
ponierten antigenen Domanen fur in Frage kommende Bindungs- 
partner wurde erf indungsgemaS nachgewiesen durch Markierung 
tnit einem fur CtxB spezifischen Antiserum. Dabei zeigte sich, 
is daS die rekombinanten, in die Aufienmembran des E.coli Wirts- 
stammes eingelagerten Fusionsproteine bis zu 5 % des Gesamt- 
zellproteins ausmachen konnen, was eine erheblich verbesserte 
Effizienz im Vergleich zu anderen Systemen bedeucet . Das hier 
beschriebene Verfahren ermoglicht somit die stabile Produk- 
20 tion und Presentation von antigen wirkenden Proteinen oder 
Proteinf ragmenten auf der Oberflache von Gram-negativen Bak- 
terien und in einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm deren Verwen- 
dung als Lebendvakzine, zur oralen Vakzinierung oder zum 
Screening von Seren oder Antikorperbanken . Die Verwendung von 
25 Bakterienzellen, beispielsweise attenuierten Salmonella Stam- 
men {Schorr et al . , Vaccine 9 (1991) 675-681), mit oberfla- 
chenexponiert exprimierten antigen wirkenden Proteinen hat 
sich bei der Lebendvakzinierung als vorteilhaft gegeniiber der 
intrazellularen bakteriellen Expression von Antigenen erwie- 
30 sen. 

Generell erlaubt die vorliegende Erfindung in einer bevorzug- 
ten Ausfuhrungsform die Oberf lachenexpression aller Passagie- 
re, die in ihrem wesentlichen Bestandteil Peptide oder Pro- 
3s ceine sind auf der Oberflache von Gram-negativen Bakterien, 
insbesondere E.coli. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm dient die 
C-terminale Domane des AIDA Proteins, der AIDA Autotranspor- 
ter, als Membrananker zur Prasentation rekombinanter Polypep- 
tide des Immunsystems, z.B. rekombinanter Antikorperdomanen 
s auf der Oberflache von Gram-negat iven Bakterien. Die Oberfla- 
chenexpression von rekombinanten Antikorperf ragmenten errnog- 
licht deren rasche Modif izierung wie auch die Bewertung und 
Untersuchung ihrer Ant igen-bindenden Eigenschaf ten . So wird 
es moglich ganze Bibliotheken von f unkt ionellen Antikorper- 
10 fragmenten oberf lachenexponiert zu produzieren und auf be- 
stiminte vorgegebene Bindungseigenschaf cen oder Affinitaten 
hin zu testen. Der Vorteil der vorliegenden Erfindung gegen- 
uber den bisher verwendeten Phagensystemen liegt darin, daB 
die Variation, d.h. die genetische Manipulation und die Pro- 
is duktion des Proteins in demselben Wirtsorganismus erfolgen 
kann. Dabei kann die genetische Manipulation eine gezielte 
sein (ortsspezif ische Mutagenese) oder eine zufallige, unter 
Verwendung von degenerierten Oligonukleotiden zur Synthese 
einer intakten Fusion aus Antikdrper-kodierendem Fragment als 
20 Passagier und dem Autotransporter als Tragerprotein . Ebenso 
kann die genetische Manipulation in Form von in vivo-Mutage- 
nese erfolgen, indem man die Bakterien, die das Gen fur das 
Fus ionsprotein enthalten, energiereicher Strahlung (z.B.UV) 
oder chemischen, mutagen wirkenden Agenzien aussetzt . 

25 

Die erfindungsgemaSe Selektion des Molekuls mit den korrekten 
Bindungseigenschaf ten geht einher mit der Selektion der pro- 
duzierenden Bakterienzelle . Daraus wird ersichtlich, daB 
diese erfindungsgemaSe Verf ahrensweise in ihrer Strategie 

30 bestehend aus Variation und nachf olgender Selektion der na- 
turlichen Strategie des Immunsystems zur bestmoglichen Anpas- 
sung von Bindungseigenschaf ten immunogener Molekiile angelehnt 
ist . Zur Expression f unkt ioneller Antigen-bindender Teile von 
Antikorpern, die gewohnlich nicht glykosyliert werden, auf 

35 der Oberflache von Gram-negat iven Bakterien, vorzugsweise 
E.coli sind verschiedene erfindungsgemaSe Vorgehensweisen 
denkbar. Zwei monovalente Fragmente konnen zusammen prasen- 
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tiert werden durch getrermte Fusionen der leichten Ketce (VL) 
und der schweren Kette (VH) rnit jeweils einer Autotranspor- 
terdomane, die unabhangig voneinander mit verschiedenen kom- 
patibien Vektoren oder unter Kontrolle verschiedener Promoco- 
s ren auf dem gleichen Vektor in einer Wirtszelle exprimiert 
werden. Auf der Oberf lache lagern sich beide oberf lachenexpo- 
niert vorliegenden Antikdrperdomanen zu einem f unktionellen 
Fv- Fragment zusammen, wobei die Stabilitat der Interaktion 
durch eine chemisch induzierte Disulf idbriickenbildung oder 
10 anders geartetes chemisches cross-linking gefdrdert werden 
kann . 

In einer weiteren erf indungsgemaSen Vorgehensweise werden 
Fusionsproteine hergestellt, die den Autotransporter als Tra- 
is gerprotein enthalten, und als Passagier die leichte Kette 
(VL) und die schwere Kette (VH) einer Ant igen-bindenden Do- 
mane eines Antikdrpers, verkniipft uber ein kurzes Linker-Pep- 
tid ( z . B . [Gly 4 Ser] 3 ) , das "eine korrekte Zusammenlagerung der 
beiden Ketten zu einem f unktionellen Fv- Fragment erlaubt. Bei 
20 der Konstruktion solcher single-chain (sc) Fv-Fragmente ist 
sowohl eine Verknupfung des N-Terminus der leichten Kette mit 
dem C-Terminus der schweren Kette, wie auch eine Verknupfung 
des N-Terminus der schweren Kette mit dem C-Terminus der 
leichten Kette moglich (Pluckthun Immun. Rev. 130 (1992) , 151 
2s - 188) . Mit den beschriebenen Vorgehensweisen ist auch die 
Produktion eines kompletten Fab- Fragment es moglich 

In einer weiteren bevorzugten Ausf xihrungsf orm ermoglicht die 
vorliegende Erfindung die oberf lachenexponierte Expression 
30 von MHC-Klasse II Molekulen in E.coli gegebenenf alls mit de- 
finierten eingelagerten Peptiden. Dabei sind zwei Strategien 
denkbar. In der einen Variante werden zwei verschiedene Fu- 
sionsproteine, die beide einen Autotransporter als Tragerpro- 
tein enthalten, auf getrennten kompatiblen Vektoren oder auf 
35 einem Vektor unter Kontrolle unterschiedlicher Promotoren in 
einer Wirtszelle exprimiert. Als Passagierprotein dient ein- 
mal die a-Kette des gewunschten MHC-Klasse II Subtyps und zum 
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anderen die S-Kette dieses Subtyps, an deren N-Terminus uber 
einen Linker das gewunschte Peptid angehangt sein kann (Ko- 
zono et al., Nature 369 (1994) 151-154). 

s In der zweiten Variante wird ein Passagierprotein bestehend 
aus dem Peptid, der fi-Kette und der a-Kette mit einem Auto- 
transporter fusioniert. Auf der Bakterienoberf lache lagern 
sich die a- und S-Kette zu einem f unktionellen MHC-Molekul 
zusammen, wobei das Peptid sich korrekt in die Bindungsgrube 

io einlagert. Die Stabilitat des Komplexes kann durch chemisch 
induzierte Disulf idbruckenbildung unterstiitzt werden . Die 
Variation des eingelagerten Peptides 1st moglich durch orts- 
spezifische Mutagenese oder/und durch den Einsatz von degene- 
rierten Oligonukleotidprimern bei der Herstellung der die 

is Fusionsproteine kodierenden DNA - Fragment e , ebenso wie durch 
in vivo-Mutagenese Methoden unter Verwendung von energierei- 
cher Strahlung oder/und chemischen Mutagenen. 

Auch hier wird noch einmal der Vorteil des erf indungsgemaSen 
20 Verfahrens deutlich. Variation des Bindungspartners , Expres- 
sion, Selektion des Molekiils mit den optimalen Eigenschaf ten, 
Sequenzanalyse und stabile Produktion kann in einem Wirtstamm 
erfolgen. Damit wird beispielsweise auch eine rasche Charak- 
terisierung von Varianten bereits bekannter Liganden mit bes- 
25 seren Bindungseigenschaf ten moglich und damit eine Liganden- 
oder Rezeptoroptimierung . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm ermoglicht die 
vorliegende Erfindung die Oberf lachenexpression von immunmo- 
30 dulatorischen Rezeptoren wie beispielsweise CD1, Fc-Rezeptor 
Oder MHC-Klasse I Molekulen, sowie deren gezielte Variation. 

In weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm ermoglicht die vor- 
liegende Erfindung die Oberf lachenexpression von T-Zellrezep- 
35 toren oder Teilen davon, aber auch von weiteren Oberflachen- 
antigenen eukaryont ischer Zellen oder Zellen des 
Immunsystems . 
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In einer weiteren bevorzugcen Ausf uhrungsf orm sind die ober- 
f lachenexprimierten Proteinf ragmente oder Peptide T-Zellepi- 
tope, die im AnschluS an die Aufnahme der Bakterien durch 
adaquate Zellinien oder Primarzellen, wie z.B. Makrophagen 
s als in MHC-Molekule der Klasse I oder II eingelagerte Peptide 
prasentiert werden und zur Stimulation spezifischer T-Zellen 
dienen konnen. 



In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm ermoglicht das 
io erf indungsgemaSe Verfahren die Oberf lachenexpression und die 
Variation eines Peptids oder Polypeptids mit einer Affnitat 
zu einem Bindungspartner , eines Liganden, eines Rezeptors, 
eines Antigens, eines Toxin-bindenden Proteins, eines Pro- 
teins mit enzymatischer Aktivitat, eines Nukleinsaure-binden- 
is den Proteins, eines Inhibitors, eines Chelator-Eigenschaf ten 
habenden Proteins, eines Antikorpers oder einer Antigen-bin- 
denden Domane eines Antikorpers . 

Unter dem Begriff "Bindungspartner" wird erf indungsgemaS ein 
20 Element, ein Molekiil, eine chemische Verbindung oder ein Ma- 
kromolekul verstanden, wobei der Bindungspartner und/oder 
die, die Fusionsproteine" exprimierenden Bakterienzellen frei 
loslich, gebunden an eine Matrix oder aber assoziert mit ei- 
ner biologischen Membran vorliegen. 

25 

Der Begriff "Antigen bindende Domane" bezeichnet erf indungs- 
gemaS mindestens den Bereich eines Ant ikorpermolekuls , der 
hinreichend ist fur die spezifische Bindung eines Antigens. 

30 In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm ermoglicht die 
vorliegende Erfindung eine chemische, physikalische oder/und 
enzymatische Modifikation des oberf lachenexponierten Passa- 
gierpeptids bzw . -polypeptids oder Teilen davon, wobei die 
Modifikation eine kovalente Modifikation, eine nicht-kova- 

35 lente Modifikation, eine Glykosilierung, eine 
Phosphorylierung oder eine Proteolyse sein kann. 



MSDOCID: <WO 9735022A 1 J_> 



WO 97/35022 




PCT/EP96/0M3O 



Das erf indungsgemaSe Verfahren zur Herstellung einer varian- 
ten Population von oberf lachenexponierten Peptiden und zur 
Identif izierung von Bakterien, die Peptide bzw. Polypeptide 
mit einer jeweils gewunschten Eigenschaft tragen, gliedert 
s sich in folgende Schritte: 



(1) Herstellen eines oder mehrerer Fusionsgene durch Klonie- 
rung der kodierenden Sequenz eines gewunschten Passa- 
giers in frame mit der kodierenden Sequenz der Transpor- 
10 terdomane eines Autotransporters und eines Signalpepti- 

des, wobei die einzelnen Teilf ragmente uber PCR amplifi- 
ziert oder aus Restrikt ionsverdauungen anderer DNA stam- 
men konnen, in mindestens einen Vektor; 



is (2) Variieren des Passagiers durch Mutagenese z.B. durch 

ortspezif ische Mutagenese, Verwendung von degenerierten 
Oligonukleotidprimern in der PCR, durch chemische Muta- 
genese oder durch Verwendung energiereicher Strahlung; 

20 (3) Einbringen des Vektors oder der Vektoren in Wirtsbakte- 
rien; 

(4) Exprimieren des Fusionsgens bzw. der Fusionsgene in den 
Wirtsbakterien, die das Fusionsprotein oder die Fusions- 

25 proteine stabil an der Oberf lache prasent ieren . 

(5) Kultivieren der Bakterien z.B. in Flussigkultur oder auf 
Agarplatten zur Produktion des stabil oberf lachenexpo- 
nierc prasent ierten Passagiers oder der stabil oberfla- 

30 chenexponiert prasent ierten Passagiere; 

(6) gegebenenf alls Selekt ionieren der Bakterien, die den 
Passagier oder die Passagiere mit den gewunschten Eigen- 
schaften auf der Oberflache tragen und 



35 



(7) gegebenenf alls Charakterisieren eines Bindungspartners 
fur den Passagier mit den optimalen Eigen^ ^haf ten . 



JNSOOCID: <WO 973S0^>A1 I » 



WO 97/35022 PCT/EP96/01 130 

Dabei kann erf indungsgemaS dieses Verfahren mehrmals durch- 
laufen werden, um die Eigenschaf ten des oberf lachenexponier- 
ten Peptids bzw. Polypeptids schrittweise dem gewiinschten 
Bindungsverhalten anzupassen oder in einem ersten Schritt den 
s Bindungspartner bezuglich einer Eigenschaft zu optimieren und 
in einem zweiten Schritt bezuglich einer oder mehrerer ande- 
rer Eigenschaf ten . Erf indungsgemaS konnen aber auch in Abhan- 
gigkeit der gewiinschten Anwendung auch nur einzelne Teil- 
schritte des Verfahrens miteinander verknupft werden, in ei- 
io nem typische Beispiel die Teilschritte (l) , (3), (4) und (5), 
aber auch alle anderen moglichen Kombinat ionen . 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm dieses Verfahrens ent- 
halt das Fusionsprotein als Tragerprotein die Autotranspor- 
i5 terdomane des AIDA Proteins oder eine Variante davon, die 
eine Sezernierung des Fusionsproteines ermoglicht. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm dieses Verfah- 
rens enthalt das Fusionsprotein als Tragerprotein den SepA 

20 Autotransporter oder einen Teil davon, oder den IcsA 
Autotransporter oder einen Teil davon, oder den Tsh 
Autotransporter oder einen Teil davon, oder den Ssp 
Autotransporter oder einen Teil davon, oder den Hap 
Autotransporter oder einen Teil davon, oder den Prn 

25 Autotransporter oder einen Teil davon, oder den Hsr 
Autotransporter oder einen Teil davon, oder den BrkA 
Autotransporter oder einen Teil davon, oder den VacA 
Autotransporter oder einen Teil davon oder einen Rickettsia- 
Autotransporter oder einen Teil davon, 

3c die jeweils die Sezernierung des Fusionsproteines 
ermoglichen. 

Die Expression multimerer Proteine wird erf indungsgemaS mo- 
glich durch Herstellung verschiedener Fusionsproteine in ei- 
35 ner Zelle, die sich auf der Oberflache zu einer f unktionellen 
Einhei t zusarnmenlagern . 
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Die geringe Generat ionszeit der als Wirt sorganismen verwend- 
baren Bakterien ermoglicht einen permanenten Zyklus von Va- 
riation und Selection, der eine evolut ionsart ige Anpassung 
des Passagierpoteins , aber auch des Autotransporters an vcr- 
s gegebene Eigenschaf ten ermoglicht. Dabei kann es sich in ei- 
ne m typischen Beispiel urn Bindungsaff initaten zwischen dem 
Passagierprotein und einem Bindungspartner handeln. Die Iso- 
lierung der Bakterien mit dem stabil exponierten Fusionspro- 
tein erfolgt in einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm dieses Ver- 
io fahrens durch Bindung an einen immobilisierten oder/und mar- 
kierten Bindungspartner, z.B. einen Matrix- fixierten Bin- 
dungspartner, an einen Fiuoreszenz -markierten Bindungspart- 
ner, einen Magnetpartikel-markierten Bindungspartner oder 
einen chromogen markierten Bindungspartner. In einer weiteren 
is bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist der Bindungspartner so modi- 
fiziert, daS er in einem zweiten Schritt durch einen fur die 
Modifikation spezifischen Bindungspartner detektiert werden 
kann . 

20 Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist die Bereit- 
stellung von stabil exprimierten Fusionsproteinen oder Teilen 
davon oder von Bakterien mit stabil auf der Oberflache expri- 
mierten Fusionsproteinen und deren Verwendung fur therapeu- 
tische Zwecke oder diagnost ische Zwecke , bei der 

25 Schadstof f anreicherung oder Entfernung, bei der Inakt ivierung 
von Toxinen, bei der Rohstof f mobilisierung , bei der Lebens- 
mittelherstellung oder -verarbeitung, bei der Waschmittelher - 
stellung, bei der Markierung von ausgesuchten eukaryontischen 
oder prokaryont ischen Zellen. Erf indungsgemaS konnen Antikor- 

30 per oder Ant ikorper fragment e stabil auf der Oberflache expri- 
mierende Bakterien, in einem typischen Beispiel unter Verwen- 
dung des AIDA Autotransporters als Transporterdomane zur Pro- 
duktion derselben verwendet werden, wobei diese Ant ikorper 
oder Ant ikorperf ragmente anschlieEend , gegebenenf alls nach 

35 einer Aufreinigung fur diagnost ische oder therapeut ische 

Zwecke eingesetzt werden. Mit solchen Antikorpern oder Anti- 
kdrperf ragmenten ware es beispielsweise rnoglich, Zellen mit 
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bestimmten Oberf lachenmarkern, als typisches Beispiel seien 
hier Tumorant igene genannt, spezifisch zu bezeichnen oder zu 
seiektionieren. In einem weiteren typischen Beispiel handelt 
es sich bei den markierten Oberf lachenmarkern urn Rezeptoren, 
s wobei die Markierung einhergeht mit der Blockierung der oder 
einer der Rezeptoreigenschaf ten, womit eine gezielte Inhibi- 
tion einer durch den Rezeptor ausgelosten oder vermittelten 
S ignal t ransdukt ion und der damit verbundenen Zellfunktion 
moglich wird. 

10 

Beschreibung der Figuren 

Figur 1 : 

Hydrophobizitat der C- terminalen 3 00 Aminsoauren des AIDA-I 
is Proteins. 

Die fur Autotransporter typische Pore in der AuSenmembran 
Gram-negativer Bakterien wird gebildet durch amphipat ische 
£-Faltblattstrukturen, d.H. von Domanen mit 6-Faltblattstruk- 
tur und alternierend hydrophoben und hydrophilen Aminosauren. 

20 Dies kann man sichtbar machen, indem man einen relativen Hy- 
drophobizitatswert der Aminosaure, der mittels eines bestimm- 
- ten Algorithmus der Aminosaure zugeordnet wurde, gegen die 
Position der Aminosaure auftragt. Es wurde der Algorithmus 
von Vogel und Jahnig (J. MoL Biol. 190 (1986) 191-199) ver- 

2s wendet. Die Pfeile zeigen die moglichen Membrandurchgange an, 
wobei Pfeil nach links bedeutet, dafi der Membrandurchgang von 
innen nach auSen verlauft und Pfeil nach rechts Membrandurch- 
gang von auSen nach innen anzeigt. SP deutet eine relative 
Oberf lachenwahrscheinlichkeit der Aminosauren berechnet nach 

30 Emini et al . (J. Virol. 55 (1985), 836-839) an. 

Figur 2 : 

Modell des Autotransporters aus dem AIDA-I Protein. 
Ausgehend von der Auftragung der relativen Hydrophobizitat 
35 einer Aminosaure gegen ihre Position (Figur 1) laSt sich die 
durch die antiparallelen, amphipat ischen S-Faltblatter gebil- 
dete FaSstruktur als Modell darstellen. Die hier dargestellte 
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auf geschnittene FaEstruktur, wird in der Membran durch Inter- 
action des ersten mit dem ant iparallelen letzten Membran- 
durchgang geschlossen. Die in Rauten geschriebenen Aminosau- 
ren befinden sich im Membranbereich, wobei fett umrandete 
& relativ hydrophob sind und zur AuSenseite des FaSes, also zur 
Membran hin orientiert sind, wahrend dunn umrandete relativ 
hydrophil sind und mit ihren Seitenketten zur Innenseite der 
Pore hin zeigen. In Kreisen gezeichnete Aminosauren bilden 
Schleifen aufierhalb der Membran. Alanin an Position 1 des 
io Modells tragt in der vollstandigen Sequenz von AIDA-I die 
Nummer 1014, wahrend das terminale Phenylalanin in der voll- 
standigen Sequenz die Nummer 1286 tragt (Benz und Schmidt, 
Mol Microbiol 11 ( 1932 ), 1539 -1546) . 

is Figur 3 a: 

Herstellung von p JM7 , eines Vektors zur Oberf lachenexpression 
von CtxB. 

pJM7 enthalt eine Genfusion (FP59) aus dem Choieratoxin B und 
der AIDA-Linker-/S- FaS-Region. Diese Genfusion wird unter 

20 der Kontrolle des kiinstlichen Promotors PTK (Klauser et al, 
EMBO J. 9 (1990) 1991-1999) in einem Vektor mit hoher Kopien- 
zahl konstitutiv exprimiert . Das ctxB-Gen wurde mit den Oli- 
gonukleotiden EF16 und JM6 aus dem Plasmid pTKl (Klauser et 
al, EMBO J . 9 (1990) 1991-1999) durch PCR amplif iziert . Der 

2s Autotransporter , bestehend aus dem fi-FaS und der Linkerregion 
aus AIDA-I wurde durch Amplif ikation mit den Oligonukleot iden 
JM1 und JM7 aus einer Plasmid-DNA-Praparation von E.coli EPEC 
2787 (Benz und Schmidt, Infect. Imraun. 57 (1989), 1506-1511) 
amplif iziert . Das Ol igonukleot id JM 1 enthalt in seinem 5'- 

30 Uberhang eine Bglll-Erkennungssequenz, die Oligonukleot ide 
JM6 und JM7 enthalten je eine Kpnl -Erkennungssequenz . Die 
Vektor-DNA (pBA) wurde mit Clal und BamHI hydrolysiert und 
die beiden PCR-Produkte wurden im AnschluS an die Amplifika- 
tion mit Clal und Kpnl (EF16/JM6 -Fragment ) bzw . mit Bglll und 

as Kpnl ( JM7/JM1 - Fragment ) nachgeschni t ten . Die so generierten 
drei Fragmente wurden in einer Ligation kondensiert. 
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Figur 3 b: 

Herstellung von pJM22, eines Vektors zur Oberf lachenexpres - 
sion von Peptiden. 

pJM22 produziert das Fusionsprotein FP50, das aus drei Doma- 
s nen besceht. Am N- terminalen Ende liegt die CtxB-Signalse- 
quenz, die fur den Export des entstehenden Fusionsproteins 
uber die Zellmembran (Sec-vermittelt) sorgt . Daran anschlie- 
&end folgt die Passagierdomane, in diesem Fall ein Peptid, 
das Epitop PEYFK. C- terminal endet das Fusionsprotein mit der 

ic AIDA-S-Fa£/Linker-Region, dem Autotransporter , welcher die N- 
terminal urn das Signalpeptid verkiirzte Passagierdomane auf 
die Oberf lache von E.coli befordert. Zur Konstruktion von 
pJM2 2 wurde zunachst die DNA von pJM7 mit Xhol hydrolysiert 
und der Vektoranteil von pJM7 durch PCR mit den Oligonukleo- 

is tiden JM7 und JM20 amplif iziert . Dabei wurde das ctxB-Gen mit 
Ausnahme seiner Signalsequenz deletiert. Das Oligonukleot id 
JM20 enthielt in seinem 5'-Uberhang zusatzlich zu der Kpnl- 
Schnittsequenz fiinf Codons, die fur die Aminosauren PEYFK 
kodieren. Diese Aminosaurenabf olge stellt ein lineares Epitop 

20 fur den monoklonalen Antikorper Diil42 dar . Das PCR-Produkt 
wurde mit Kpnl hydrolysiert und anschlieSend mit sich selbst 
ligiert . 

Figur 4 

25 Expressionsnachweis und Proteasesensit ivitat . 

Aufgrund der starken stabilen Expression der Fusionsproteine 
FP59 (von pJM7 aus) und FP50 (von pJM22 aus) in E.coli sind 
diese leicht in einem mit Coomassie Brilliant Blue gefarbten 
Ganzzellysat zu ident if izieren . Proteasezuganglichkeit stellt 

30 ein ubliches Mittel zur Bestimmung der Lokalisierung eines 
Proteins dar. Zu zelleigenen Proteinen ist nur dann Zugang zu 
erwarten, wenn diese auf der Aufienseite der Bakterie prasen- 
tiert werden oder wenn die AuSenmembran der Bakterie fur Pro- 
teasen durchlassig wird. Urn letzteres auszuschliefien kann man 

35 einen Protease -sensitiven Marker benutzen, von dem bekannt 
ist, daS er naturlicherweise im Periplasma vorliegt. Nur wenn 
dieser nicht von der eingesetzten Protease angegriffen wird, 
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ist die Integritat der AuSenmembran gewahrleistet . Zellen von 
E.coli UT5600 bzw. JK32I wurden iiber Nacht auf L3-Agar (50 
mg/1 Ampicillin) angezogen und in PBS suspendiert. Die Zell- 
suspensionen wurde auf eine OD578 = 4,0 eingestellt. Zeilen 
s von 0,5 ml Zellsuspension wurden 1 min in der Tischzentri f uge 
sedimentiert und in 200 pi PBS mit 0,1 mg/rnl Protease resus- 
pendiert. Die Ansatze wurden 20 min bei 37° c inkubiert und 
durch Abkiihlung auf 0° C, einminutiges Sediment ieren und Re- 
suspendieren des Pellets in 40 fil SDS-PAGE-Probenpuf f er und 

io sofortiges f iinf zehnminutiges Kochen gestoppt . Die Auswercung 
erfolgte nach SDS-PAGE durch Western-Blotting (4b und 4c) 
oder durch Farbung mit Coomassie Brilliant Blue (4a) . Urn aus- 
zuschlieSen, dafi die Proteasen Zugang zum Periplasma hatten, 
wurden nicht nur Antiseren, die spezifisch fur die Passagier- 

i5 proteindomanen sind, eingesetzt sondern auch ein Antiserum 
spezifisch fur den C-terminalen Teil von OmpA, der naturli- 
cherweise unzuganglich im Periplasma vorliegt und deshalb 
durch extern zugesetzte Proteasen wie Trypsin nicht angreif- 
bar sein sollte (4c) . 

20 

Figur 4a: 

SDS-PAGE und anschl ieSende Farbung mit Coomassie Brilliant 
Blue zum Nachweis der Proteasesensi tivitat und zur Quanhfi- 
zierung der Expression. Aufgetragen wurden Ganzzeliysate von 
25 E.coli JK321 und E.coli UT5600 . 

Spur 1 JK321 pJM7 C * 

Spur 2 JK3 21 pJM7 T** 

Spur 3 JK3 21 pJM7 

30 Spur 4 Molekulargewichtsmarker (94, 67, 43, 30, 20 und 

14 kDa) 

Spur 5 JK321 pJM22 C 

Spur 6 JK3 21 pJM22 T 

Spur 7 JK3 21 pJM22 - 

35 Spur 8 JK321 pTK61 C 

Spur 9 JK3 21 pTKbl T 

Spur 10 JK321 pTKSl - 
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Spur 11 UT5600 pJM7 C 
Spur 12 UT5600 pJM7 T 
Spur 13 UT5600 pJM7 - 

Spur 14 Molekulargewichtsmarker (94, 67, 43, 30, 20 und 
s 14 kDa) 

Spur 15 UT5600 pJM22 C 
Spur 16 UT5600 pJM22 T 
Spur 17 UT5600 pJM22 - 
Spur 18 UT5600 pTK61 C 
10 Spur 19 UT5600 pTK61 T 
Spur 2 0 UTS 600 pTK61 - 

C* Zellen wurden mit Chymotrypsin verdaut 
T** Zellen wurden mit Trypsin verdaut 
is *** native Zellen 

Figur 4b: 

Western-Blot zum Nachweis der Expression und der Proteasesen- 
sitivitat 

20 Aufgetragen wurden Ganzzelllysate von E.coli JK321 und E.coli 
UT5600. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine aus dem 
Gel nach dem Semi -dry- Verfahren auf eine Nit rozellulosemem- 
bran ubertragen. Anschliefiend wurden die Filter mit Blockld- 
sung (PBS mit 0,5% Tween 20 und 0,5 M NaCl) 10 min blockiert 
25 und das erste Antiserum, AK55 (Kaninchen-Anti -Choleratoxin B) 
1:200 in Blocklosung verdunnt , zugegeben . Zum Nachweis des 
Epitops PEYFK wurde der Hybridom-Uberstand Dul42 1: 35 ver- 
dunnt in Blocklosung zugegeben. Die Filter wurden 1 h mit den 
primaren Antikorpern inkubiert, anschlieSend dreimal gewa- 
30 schen und 30 min mit ProteinA-Alkalische-Phosphatase-Kon jugat 
(1: 500 in Blocklosung) inkubiert. Die Filter wurden mit 
NBT/BCIP-Farbelosung entwickelt. 

Spur 1 JK3 21 pJM7 C * 

35 Spur 2 JK321 pJM7 T** 

Spur 3 JK321 pJM7 -*** 

Spur 4 Molekulargewichtsmarker (106, 80, .50, 32, 27 und 
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18 kDa) 

Spur 5 JK321 pJM22 C 

Spur 6 JK321 pJM22 T 

Spur 7 JK3 21 pJM22 - 

s Spur 8 JK321 pTK6l C 

Spur 9 JK321 pTKSl T 

Spur 10 JK321 pTK61 - 

Spur 11 UT5600 pJM7 C 

Spur 12 UT56 00 pJM7 T 

xo Spur 13 UT5600 pJM7 - 

Spur 14 Molekulargewichtsmarker (106, 80, 50, 32, 27 und 
18 kDa) 

Spur 15 UT5600 pJM22 C 

Spur 16 UT5600 pJM22 T 

is Spur 17 UT5600 pJM22 - 

Spur 18 UT5S00 pTK61 C 

Spur 19 UT5600 pTK61 T 

Spur 20 UT5600 pTK61 - 

20 C* Zellen wurden mit Chymotrypsin verdaut 
T** Zellen wurden mit Trypsin verdaut 
-*** native Zellen 



Figur 4c: 

25 Nachweis der Integritat der Aufienmembran durch Western-Blot - - 
Analyse . 

Aufgetragen wurden Ganzzellysate von E.coli JK321 und E.coli 
UT5600. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine aus dem 
Gel nach dem Semi -dry- Verfahren auf eine Ni trozellulosemem- 

30 bran ubertragen. AnschlieSend wurden die Filter mit Blocklo- 
sung (PBS mit 0,5% Tween 20 und 0,5 M NaCl ) 10 min blockiert 
und das erste Antiserum, K56 (Kaninchen Anti-OmpA) 1: 1000 in 
Blocklosung verdiinnt, zugegeben. Die Filter wurden 1 h mit 
dem primaren Antiserum inkubiert , anschliefiend dreimal gewa- 

35 schen und 30 min mit Protein A Alkalische-Phosphatase-Konju- 
gat (1: 500 in Blocklosung) inkubiert. Entwickelt wurden die 
Filter mit NBT/BCI P- Farbelosung . OmpA ist ein AuSenmembran- 
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protein von E.coli mit einem C-terminalen periplasmat ischen 
Anteil. Dieser periplasmat ische Teil ist Trypsin- sensitiv . 
Wenn Trypsin Zugang zum Periplasma hat, wird vom re i fen OmpA 
(35 kDa) ein circa 10 - 11 kDa groSer Teil abgedaut . Ein Ver- 
s dau wurde also in einer Versetzung der OmpA-Bande im 

Wescern-Blot von 35 kDa nach 25 kDa resultieren (Klauser et 
al, EMBO J. 9 (1990) 1991- 1999), was bei Verwendung des AI- 
DA-I Autotransporters zum Transport rekombinanter Proteine 
of f ensichtlich nicht der Fall ist 

o 

Spur 1 JK3 21 pTKl T* 

Spur 2 JK3 21 pJM7 T 

Spur 3 JK3 21 pJM2 2 T 

Spur 4 JK3 21 pTK6l T 

s Spur 5 Molekulargewichtsmarker (106, 80, 50, 32, 27 und 

18kDa) 

Spur 6 JK3 21 pTKl -** 

Spur 7 JK3 21 pJM7 - 

Spur 8 JK3 21 pJM22 - 
o Spur 9 JK3 21 pTKGl - 

Spur 10 leer 

Spur 11 UTS 6 00 pTKl T* 

Spur 12 UTS G 0 0 pJM7 T 

Spur 13 UT5600 pJM22 T 
3 Spur 14 UT5600 pTK61 T 

Spur IS Molekulargewichtsmarker (106, 80, 50, 32, 27 und 
18kDa) 

Spur 16 UT5600 pTKl -** 
Spur 17 UT56 0 0 pJM7 - 
) Spur 18 UT5600 pJM22 - 
Spur 19 UT5600 pTK61 - 

T* Zellen wurden mit Trypsin verdaut 
** native Zellen 

Figur 5 

Immunf luoreszenz 
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Die Immunf luoreszenz ganzer, nicht permeabilisierter Zellen 
stellt eine ubiiche Methode des Nachweises auf der Zellober- 
fiache exponierter Determinanten dar . Die dabei zur Detektion 
der Determinanten eingesetzten Antikorper sind zu gro£, um 
s durch die intakte AuSenmembran zu gelangen. Zur Unterschei- 
dung und zur Abschatzung der Hintergrundakt ivitat von peri- 
plasmatisch oder zellular exprimierten Determinanten benutzt 
man als Kontrolle Antikorper gegen bekanntermaSen periplasma- 
tisch bzw. zellular exprimierte Antigene. 

10 

Zellen von E.coli UT5600, die eines der Plasmide pBA, pTKl , 
pTKSl, pJM7 oder pJM22 enthielten, wurden uber Nacht auf LB - - 
Agar (Ampicillin 50 mg/1) angezogen und in PBS bis zu einer 
optischen Dichte von 0,1 bei 578 nm suspendiert . Mit 500 /il 

is dieser Zellsuspension wurden Deckglaser, die in 24 Loch~Mi- 
krotiterplatten lagen, uberschichtet . Die Zellen wurden 5 min 
in der Plattenzentrif uge auf die Deckglaser sediment iert . 450 
/il des Uberstands wurden abgehoben und durch PBS mit 2,5% PFA 
(Paraf ormaldehyd) ersetzt, womit 20 min lang fixiert wurde . 

20 Der Uberstand wurde ganzlich abgehoben und es wurde dreimal 
mit 500 /il PBS gewaschen. Unspezif ische Bindungsstel len wur- 
den durch 5 min Inkubation mit 300 /il PBS , das 1%.FCS ent- 
hielt, blockiert. Die 31ockierungsl6sung wurde restlos abge- 
hoben, die Deckglaser in ihren Vertiefungen zentriert, mit 15 

25 /il einer 1:100 Verdunnung des Kaninchenserums AK55 (gegen 

Choleratoxin B entwickelt) bedeckt und 1 h bei Raumtemperatur 
in einer feuchten Kammer inkubiert . AnschlieSend wurde drei- 
mal mit je 500 /il PBS gewaschen, 5 min mit 350 /il PBS/FCS 
blockiert und mic 15 /il einer 1: 100 Verdunnung eines Ziege-- 

30 Ant i - Kaninchen -Texasrot - Kon j ugats 30 min inkubiert. Nach fol- 
gendem dreimaligem Waschen wurden die Deckglaser auf Objekt- 
trager gelegt und mit Einbettungsmedium eingebettet. Das Er- 
gebnis der Immunfluc rszenz wurde mikroskopisch beurteilt und 
bei gleichlangen Belichtungszeiten f otogr^phisch festgehal- 

35 ten. 

a) E.coli UT5600 pBA (als Negat ivkontrolle benutzter Stamm, 
der nur den Kionierungsvektor ohne Insert enthalt) 
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b) E.coli UT5600 pTKl (produziert das Choleratoxin B, das 
ins Periplasma exportiert wird. Dieses Konstrukt dient 
zur Bestimmung der Hintergrundakt ivitat des periplasrna- 
tisch exprimierten Choleratoxin B) . 
s c) E.coli UT5600 pJM7 (exprimiert FP59, das Fusionsprotein 
aus AIDA und Choleratoxin E, welches auf der Oberflache 
von E.coli prasentiert wird). 

d) E.coli UT5600 pJM22 (exprimiert FP50, das Fusionsprotein 
aus AIDA und dem Epitop PEYFK . Mit diesem Konstrukt wird 

10 demonstriert , daS der AIDA-Anteil der FP59 und FP50 kei- 

ne Kreuzreaktivitat mit dem in diesem Experiment benutz- 
ten AK55 aufweist) . 

e) E.coli UT5600 pTK61 (produziert ein Fusionsprotein aus 
Choleratoxin B und Iga-S, das auf der Oberflache von 

is E.coli prasentiert wird (Klauser et al . , EMBO J. 9 

(1990) 1991- 1999) . Dient dem Vergleich mit dem AIDA- - 
Konstrukt FP59) . 

Figur 6 

20 DNA-Sequenzen der verwendeten Oligonucleotide 
Figuren 7-24 

DNA-Sequenz (nicht -kodierender Strang) und davon abgeleitete 
Aminosauresequenzen von bakteriellen Autotransportern . 

2S 

Figur 7 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von AIDA- I aus Escherichia coli (Benz und 
Schmidt, Mol . Microbiol . G (1992), 1539-1546). 

30 

Figur 8 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von BrkA aus Bordetella pertussis (Fernandez und 
Weiss, Infect Immun. 62 (1994), 4727-4738). 

3 5 

Figur 9 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
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transporters von Hap aus Haemophilus influenzae (StGeme e: 
al . , Moi .Microbiol . 14 (1994), 217-233). 

Figur 10 

s Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Hsr aus Helicobacter mustelae (O' Toole et 
al., Mol .Microbiol 11 (1994), 349-361). 

Figur 11 

ic Darstellungen des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von IcsA aus Shigella flexneri (Goldberg et al., 
J.Bacteriol 175 (1993), 2189-2196). 

Figur 12 

is Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Prn (outer membrane protein P96) aus Borde- 
tella pertussis (Charles et al . , Proc . Natl . Acad . Sci . USA 86 
(1989) , 3554-3558) . 

20 Figur 13 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Prn ( P70 , Pertactin) aus Bordetella paraper- 
tussis (Li et al., J . Gen . Microbiol . 138 (1992), 1697-1705). 

25 Figur 14 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von dem 190 kDa cell surface antigen aus 
Rickettsia rickettsii (Anderson et al . , unverof f ent licht , 
Genbank- Accessionnr . M31227) . 

30 

Figur 15 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von SpaP aus Rickettsia prowazekii (Carl et al . , 
Proc. Natl .Acad. Sci. USA 87 (1990), 8237-8241). 

35 

Figur 16 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
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transporters aus dem 120 kilocialton outer membrane protein 
(rOmp B) von Rickettsia rickettsii (Gilnore et al . , Mol . Mi- 
crobiol . 5 (1991), 2361-2370). 

s Figur 17 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von SlpT aus Rickettsia typhi (Hahn et al . , Gene 
133 (1993) , 129-133) . 

io Figur 18 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von SepA aus Shigella flexneri (Benj ellou-Touimi 
et al . , Mol .Microbiol 17 (1995), 123-135). 

is Figur 19 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Ssp aus Serratia marcescens RH1 (Rho, unver- 
of f entlicht, Genbank-Accessionnr. X59719) 

20 Figur 20 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Ssp von S. marcescens IFO-3046, clone pSPll 
(Yanagida et al . , J. Bacterid. 166 (1986), 937-944). 

2s Figur 21 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Ssp-hl aus Serratia marcescens, strain 
IFO3046 (Onishi und Horinouchi, unverof f entlicht , Genbank- 
Accessionnr. D78380). 



Figur 12 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Ssp-h2 aus Serratia marcescens, strain 
IFC3046 (Onishi und Horinouchi, unverof f entlicht , Genbank- 
35 Accessionnr. D78380) . 



30 



Figur 23 
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Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transponers von Tsh aus Escherichia coli (Provence et al . 
1994, Infect.Immun. 62 (1994), 1369-1380). 

Figur 24 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von VacA aus Helicobacter pylori (Schmitt und 
Haas, Mol .Microbiol . 12 (1994), 307-319). Von VacA sind noch 
mindestens 3 weitere Formen bei Helicobacter pylori bekannt, 
die sich aber in dem angegebenen Bereich nicht wesentlich 
unterscheiden . 
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BEISPIELE 



Beispiel 1 : 

s 

Identif izierung und Lokalisierung des Autotransporters in 
einem Oberf lachenprotein von Escherichia coli . 

Urn einen fur die gewunschte Anwendung adaquaten Autot ranspor- 
io ter, d.h. angepaSt an das Passagierprotein und den zu verwen- 
denden Wirtsstamm, zu finden, ist es notwendig eine Analyse 
der C-terminalen Aminosauresequenz eines in Frage kommenden 
Proteins durchzuf Qhren . Dabei kann es sich um ein bereits als 
Oberflachenfaktor identif iziertes Protein handeln, aber auch 
is um eine in einer Datenbank abgelegte Aminosauresequenz eines 
Proteins mit unbekannter Funktion, um eine von einer in einer 
Datenbank abgelegten DNA-Sequenz abgeleitete Aminosaurese- 
quenz eines Proteins oder die im AnschluS an eine Sequenzana- 
lyse von einem Gen abgeleitete Aminosauresequenz eines Pro- 
20 teins. Der N-Terminus des Proteins sollte eine Signalpept id- 
sequenz enthalten um einen Transport uber die innere Membran 
zu ermoglichen und am C-Terminus sollte der in die Membran 
intergrierte Teil mit der aromatischen Aminosaure Phenylala- 
nin oder Tryptophan beginnen, gefolgt von abwechselnd polaren 
2s (oder geladenen) und hydrophoben (oder aromatischen) Amino- 
sauren. Die Passagierdomane sollte wenig Cysteine und uber- 
haupt keine Disulf idbrucken enthalten, da sich gezeigt hat, 
dafi diese einen Transport des Passagiers durch die gebildete 
Pore blockiert. Der Hydrophobizitatsplot sollte eine gerade 
30 Anzahl von amphipatischen fi-Faltblattstrukturen anzeigen, aus 
denen sich die AuSenmembranpore konst ituiert . Die amphipati- 
schen 15-Faltblattstrukturen sollten ca . 12 Aminosauren lang 
sein und ein Minimum an geladenen Aminosauren zur Membran - 
seite hin orientiert enthalten, wobei die die Membrandurch- 
35 gange verbindenden Schleifen zum Periplasma hin wenige Amino- 
sauren enthalten. Zur AuSenseite (Medium) hin konnen 
erheblich mehr Aminosauren vorliegen. Daraus ergeben sich im 
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Hydrophobizitatsplot eine Zusammenlagerung der Membran- 
durchgange in antiparallelen Paaren mit Ausnahme des ersten 
und des letzten Membrandurchgangs , die durch ant iparallele 
Zusammenlagerung miteinander die Fagstruktur der Pore voll- 
s enden. Ausgehend von der Erfiillung dieser Kriterien laSt sich 
nun ein Modell des Autotransporters aufstellen, mit Hilfe 
dessen die Lage und Ausdehnung der fur den Transport notwen- 
digen Aminosauren festgelegt werden kann . Zusatzlich zu den 
fur die Pore notwendigen Aminosauren muS fur einen funktions- 
10 fahigen Autotransporter auch noch eine sogenannte Linkerre- 
gion, die vom periplasmat isch gelegenen N-Terminus der JS-FalS- 
struktur durch die Pore an die Oberf lache verlauft, in das 
Fusionsprotein mi tubernommen werden, damit die Oberf lachen- 
exposition aller Passagierdomanen vollstandig gewahrleistet 



Erstes Ziel der vorliegenden Erfindung war es ein System zur 
optimierten Oberf lachenexposition rekombinanter Proteine in 
E.coli bereitzustellen. Deshalb wurde nach einem Autotrans- 

20 porter in einem naturlichen Oberf lachenprotein von E.coli 

gesucht . Die Wahl fiel auf das Adhesin AIDA-I (Adhesin Invol- 
ved in Diffuse Adherence, Benz und Schmidt Infect. Immun. 57 
(1989) 1506-1511), dessen Sequenz in Datenbanken verfugbar 
war. Erf indungsgemaS zeigte sich eine Signalsequenz am N-Ter- 

25 minus von 4 9 Aminosauren, wahrend am C-Terminus die erf in- 
dungsgemafSen Vorgaben durch die Aminosarenabf olge FSYKI ( Phe- 
nyl a lanin- Serin -Tyros in- Ly sin- Isoleucin) erf ullt waren . Die 
transportierte Domane enthielt keine Cysteine und durch den 
Hydrophobizitatsplot (Figur 1) wurden 14 ant iparallele , amp- 

30 hipatische S- Fal tblatt strukturen vorhergesagt . Somit sind 
fur die Bildung der Pore mindesten die Aminosauren von Alanin 
an Position 1014 der gesarnten Aminosauresequenz (Benz und 
Schmidt, Mol . Microbiol. 6 (1992) 1539-1546) bis zu Phenyla- 
lanin an Position 1286 notwendig (Figur 2) . Als Linkerregion 

35 wurden zusatzlich Aminosauren, die sich N-terminal an das 
Alanin 1014 anschliefcen ausgewahlt . Die somit ausgewahlte 
funktionelle Autotransporterregion konnte nun mittels PCR aus 



is ist . 
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der DNA cies entsprechenden E.coli EPEC2787 isoliert werden 

und zur Konstruktion eines Fusionsproteins verwendet werden. 

Beispiel 2: 

5 Konstruktion eines oberf lachenexponierten Fusionsproteins mit 
einer antigenen Decerminante als Passagierprotein 

Ausgehend von den Annahmen, daS es sich bei AIDA-I um einen 
Autotransporter handelt und daS eine Genfusion aus einem be- 

io liebigen Passagier und einem E . coli -eigenen Autotransporter 
(namlich AIDA-S) fiir E.coli besser vertraglich sein sollte 
als eine Genfusion desselben Passagiers mit einem heterologen 
Autotransporter (z.B. Iga-S) wurde eine Genfusion zwischen 
aida-S und einem Gen fur ein Passagierprotein vorgenommen. Um 

is den Transport des Passagiers zu gewahrleisten, wurde nicht 
nur AIDA-S sondern auch eine N-terminal vom S-FaS gelegene 
Verbindungsregion ("Linker") kloniert . 

Als Passagier wurde CtxB ausgewahlt und das entsprechende Gen 
20 aus pTKl (Klauser et al, EMBO J. 9 (1990), 1991-1999) mit den 
Oligonukleotiden EF16 und JM6 mittels PCR amp 1 if iziert . Da 
AIDA-I Plasmid-kodiert in E.coli EPEC 2787 (Benz und Schmidt, 
Infect. Immun. 57 (1989), 1506-1511) vorliegt, wurde der AI- 
DA-I Autotransporter mit Linkerregion ebenfalls durch PCR mit 
2s den Oligonukleotiden JM1 und JM7 aus einer Plasmidpraparat ion 
von E.coli EPEC 2787 amplif iziert . Die beiden PCR-Produkte 
wurden mit Restrikt ionsenzymen verdaut, deren Erkennungsse- 
quenzen in den Oligonukleotiden enthalten waren. Die beiden 
so entstandenen Fragmente wurden in einen passend vorverdau- 
30 ten Klonierungsvektor (pBA) mit hoher Kopienzahl kloniert. So 
entstand ein Konstrukt mit einem kunstlichen konstitutiven 
Promotor ( PTK ; Klauser et al . , EMBO J. 9 (1990) 1991-1999) 
vor einer Genfusion bestehend aus ctxB am 5'-Ende (kodierend 
fur die Aminosauren 1-113), gefolgt von einem AIDA-I Linker 
35 (kodierend fiir die Aminosauren 116-279 des Fusionsproteines ) 
und dem AIDA-I Autotransporter (kodierend fur die Aminosauren 
280-563 des Fusionsproteines) am 3'-Ende (Figur 3a). Die ent- 
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standene Genfusion wurde FP59 benannt . 



Die verglichen mit dem bisher exist ierenden System Iga-fi sub- 
stantiell starkere Expression, die ohne die bei Iga-S zu be- 
5 obachtende Neigung zur Lyse erzielt wurde, konnte eindeutig 
durch vergleichende Elektrophorese von Ganzzell -Lysaten (Fi- 
gur 4a) demonstriert werden. 

Der Nachweis der Oberf lachenexposit ion von FP59 wurde durch 
io verschiedene Methoden gef uhrt . Die Proteasesensit ivitat von 
FP59 zeigte sich im Protein-Gel durch eine Verringerung des 
Molekuiargewichts im AnschluS an einen Zusatz von Trypsin 
oder Chyraotrypsin (Figur 3a) . Es entstanden Protease-resis- 
tente Fragmente mit jeweils circa 33-35 kDa Masse (Figur 3a). 
is Diese Protease-resistenten Fragmente enthalten keine immuno- 
genen Anteile des Passagierproteins . Dies konnte durch 
Western-Blot -Analyse von Ganzzell -Lysaten unter Verwendung 
eines Ant i -Choleratoxin B Serums im Vergleich von Protease- - 
verdauten und unverdauten FP5 9-exprimierenden E.coli gezeigt 
20 werden (Figur 4b und Vergleich von 4a und 4b) . 

Durch N-terminale Ansequenzierung der membrangeschutzten 
Trypsinverdauungsprodukte wurde gefunden, daE die Membranlin- 
kerregion beim AIDA-Autotransporter eine Lange von 55 Amino- 
25 sauren besitzt. 

Mit den Proteaseverdauungen konnte auch die Integritat der 
AuSenmembran von FP59-exprimierenden E.coli gezeigt werden 
(Abb. 4c) . Dazu wurden Ganzzell -Lysate im AnschluS an den 
30 Verdau mit Trypsin durch Immunoblot mit einem Ant i -OmpA- Serum 
entwickelt. Sowohl unverdaute Zellen als auch trypsinverdaute 
Zellen zeigten ein intaktes CmpA, wie es fur Zellen mit einer 
intakten Aufienmembran zu erwarten war. 

35 Auch mit Immunf luoreszenzstudien lieB sich die Oberflachen- 
exposition und starke Expression von FP59 zeigen (Figur 5) . 
Durch Bindung von f luoreszenzmarkierten Antikorpern lafSt sich 
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die Oberf lachenexposition eines Antigens auf einer Bakterie- 
zelie bei intakter Aufienmembran nachweisen. Dies zeigten FP55 
exprimierende E . coli - Zellen durch starke Fluoreszenz an. Die 
als Negativkontrollen verwendeten E.coli Zellen mit periplas- 
s matisch exprimiertem Choleratoxin B, mit oberf lachenexponier- 
tem FP50 (Figur 3b) und mit nichtrekombinantem Klonierungs- 
vektor waren eindeutig negativ. Das periplasmat ische Cholera- 
toxin B demonstrierte die Unzuganglichkeit des Periplasmas 
fur Antikorper (Figur 5b) , durch das negative Resultat der 
io Immunfluoreszenz mit FP50 konnte eine Kreuzreaktivi tat des 
verwendeten Antiserums (gegen das Passagierprotein) mit den 
AIDA-Anteilen von FP59 ausgeschlossen werden (Figur Sd) . Die 
Immunfluoreszenz mit dem nichtrekombinanten Klonierungsvektor 
war ein MaS fur die der MeSmethode innewohnende Hintergrund- 
is farbung (Figur 5a) . AuSerdem war somit ein Vergleich der Ex- 
pression von FP59 mit B61, dem von pTK61 produzierten, ober- 
f lachenprasentierten Choleratoxin B- Iga-fi-Fusionsprotein mog- 
lich (Figuren 5c und 5e) , wobei ebenfalls ein eindeutiger 
Vorteil des neuen erf indungsgemafien Systems nachgewiesen wer- 
20 den konnte . 

Beispiel 3 : 

Konstruktion einer oberf lachenprasentierten Peptidfusion 



2S 



Ein Peptid, das als lineares Epitop fur einen monoklonalen 
Antikorper (Dul42) fungiert, wurde auf der Oberf lache prasen- 
tiert und nachgewiesen. Zur Klonierung des Peptids wurde eine 
PCR-abhangige Strategie benutzt, die fur die Generierung und 
30 Oberflachenexposition von Peptidbibliotheken auSerst geeignet 
ist. Dabei wird eine dreifache Genfusion aus dem Exportsignal 
von ctxB (Basen 1- 81) , einer fur ein Peptid kodierenden kur- 
zen Sequenz (Basen 82-96) und der aida-linker/aida-S-Region 
(Basen 103-1450) gebildet. 



3S 



pJM7 (Figur 3a) wurde mit Xhol linearisiert und als Matrize 
fur eine PCR mit den Oligonukleotiden JM7 und JM20 (Figur 6) 



NSOOCID: <WO 9735022A1 J_> 



WO 97/35022 




PCT/EP96/01130 



- 38 - 



benutzt (Figur 3b) . Beide Ol igonukleot ide wiesen an ihren 
5' -Enden eine Kpnl -Erkennungssequenz auf JM7 wurde so ge- 
wahlc, da£ bei seiner Verwendung in einer PCR die aida-lin- 
ker/aida-£-Domanen amplifiziert wurden . JM20 wurde so ge- 
s wahlt, daS im PCR-Produkt die in ctxB enthaltene Signalse- 
quenz fur den Sec-abhangigen Membrantransport uber die Cyto- 
plasmamembran und die sechs daran anschl ieSenden Codons mit 
enthalten waren. AuSerdem enthielt JM20 in seiner 5'-standi- 
gen, nicht zur Matrize komplementaren Verlangerung, funf Co- 

io dons, die fur das lineare Epitop des Antikorpers DQ142 ko- 
dierten. Stromauf warts dieser Codons lag die Kpnl -Erkennungs - 
sequenz . Nach der PCR wurde das result ierende Produkt mit 
Kpnl hydrolysiert , mit sich selbst ligiert und anschlielSend 
in E.coli transf ormiert . Die Identif izierung korrekter Genfu- 

i5 sionen wurde mittels Kolonie-Immunoblot vorgenommen (ohne 
Figur) . Der Nachweis der Expression und der Oberf lachenexpo- 
sition wurde in Analogie zu den in Beispiel 2 beschriebenen 
Methoden durch Western-Blot -Analyse von Proteaseverdauungen 
und Analyse von Proteinf arbungen im Gel (Figuren 4a,b,c) ge- 

2o f iihrt . 

Die Generierung umfassender Pept idbibliotheken ist durch eine 
geringfiigige Anderung der hier beschriebenen Klonierungsstra- 
tegie machbar. Die fur JM20 beschriebene Aufteilung der ver- 
25 schiedenen f unkt ionellen Bereiche dieses Oligonukleot ids mu6 
dazu so geandert werden, da& der fur das lineare Epitop ko- 
dierende Bereich durch einen Bereich ersetzt wird, der bei 
der Oligonukleotidsynthese gewollt der Degeneration unterwor- 
fen wird. Degeneration hei&t, dafi anstatt definierter Basen 
30 an alien Position dieses f unkt ionellen Bereichs einzelne, 
mehrere, oder alle Basen durch ein Basengemisch aus bis zu 
vier verschiedenen Basen ersetzt werden. Dadurch kann jedes 
Codon anstatt fiir eine Aminosaure fur bis zu 20 verschiedene 
Aminosauren kodieren, wodurch ein Pool von kodierenden Se- 
as quenzen ensteht, die fiir alle denkbaren Kombinat ionen von 
Aminsosauren in einem Peptid der vorgegebenen Lange theore- 
tisch moglich sind. Die Zelle, die das Pepcid mit der ge- 
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wunschten Eigenschaft tragt kann nun vermittelt durch Bindung 
des cberf lachenexponierten Peptids an einen Bindungspartner, 
der beispielsweise an eine Matrix immobilisiert vorliegt, 
Flucreszenz-markiert ist oder an Magnetkugeln gekoppelt ist, 
s isoliert werden und zur bestandigen Produktion und Charakte- 
risierung verwendet werden. 



10 
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Patentanspriiche 



5 



10 



15 



20 



25 



30 



Verfahren zur Presentation von Peptiden oder/und Poly- 
peptiden auf der Oberflache von Gram-negat iven Wirtsbak- 
terien, 
wobei man, 

(a) ein Wirtsbakterium bereitstellt , das transf ormiert 
mit einem Vektor, auf dem in operativer Verkniipfung 
mit einem Promotor eine fusionierte Nukleinsaure- 
sequenz lokalisiert ist, umfassend: 

(i) einen Signaipept id-kodierenden Nukleinsaure- 
abschnitt , 

(ii) einen fur das zu prasent ierende Passagierpep- 
tid oder/und Passagierpolypept id kodierenden 
Nukleinsaureabschnitt , 

(iii) gegebenenf alls einen fur eine Proteaseerken- 
nungsstelle kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt , 

(iv) einen fur einen Transmembranl inker kodierenden 
Nukleinsaureabschnitt und 

(v) einen fur eine Transporterdomane eines Auto- 
transporters kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt; und 

<b) das Wirtsbakterium unter Bedingungen kultiviert, 

bei denen eine Expression der fusionierten Nuklein- 
sauresequenz und eine Presentation des von dem Nu- 
kleinsaureabschnitt (ii) kodierten Peptids oder 
Polypeptids an der Oberflache des Wirtsbakteriums 
erf olgt , 

dadurch gekennzeichnet , 

dafi der Nukleinsaureabschnitt (ii) gegenuber dem fur die 
Transporterdomane ( v) kodierenden Nukleinsaureabschnitt 
heterolog und das Wirtsbakterium gegenuber dem fur die 
Transporterdomane (v) kodierenden Nukleinsaureabschnitt 
homolog ist . 
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Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der verwendete Autotransporter aus einer Gattung der 
Enterobacterioceae abgeleitet wurde und in einem Wirts- 
bakcerium einer Gattung der Enterobaccerioceae verwendet 
wird . 



3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Transporterdomane des Aida-Proteins aus 
E.coli oder eine Variante davon verwendet. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Transporterdomane des SepA-Proteins aus Shi 
gella flexneri oder eine Variante davon verwendet. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Transporterdomane des IcsA- Proteins aus Shi- 
gella flexneri oder eine Variante davon verwendet. 

6. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man die Transporterdomane des Tsh-Proteins aus 
E.coli oder eine Variante davon verwendet. 

7. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Transporterdomane des Ssp-Proteins aus Ser- 
ratin marcescens oder eine Variante davon verwendet. 

Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Transporterdomane des Hsr-Proteins aus Hel- 
icobacter mustelae, des Prn-Proteins aus Bordetella 
ssp., des Hap-Proteins aus Haemophilus influenzae, des 
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BrkA- Proteins aus Bordetella pertussis, des VacA-Pro- 
teins aus Helicobacter pylori oder eines der Rickett- 
sienproteine 190kDa Zelloberf lachenprotein , SpaP, rOmpB 
oder SlpT, verwendet . 

s 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1-8; 
dadurch gekennzeichnet, 

daS ein oder mehrere Peptide, insbesondere Peptide mit 
einer Lange von 4-50 Aminosauren prasentiert werden. 

10 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1-8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS ein oder mehrere eukaryontische Polypeptide prasen- 
tiert werden. 

15 

11. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es sich bei dem Passagierpolypeptid um einen Anti- 
korper oder eine Antigen bindende Domane eines Antikor- 
20 pers handelt, wobei Antigen bindende Domane mindestens 

den Bereich eines Ant ikorpermolekuls bezeichnet, der 
hinreichend ist fur die spezifische Bindung eines Anti- 
gens . 



25 12. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es sich bei dem Passagierpolypeptid um die a-Kette 
eines MHC Klasse II Molekiils handelt. 

30 13. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es sich bei dem Passagierpolypeptid um di3 S-Kette 
eines MHC-Klasse II Molekiils handelt. 



3s 14. Verfahren nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi es sich bei dem Passagierpolypeptid um die £-Kette 
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eines MHC Klasse II Molekuls handelt, an dem N- terminal 
Aminosauren angehangt vorliegen, die sich als Peptid in 
die Bindungsgrube des f unkt ionellen MHC Molekuls einla- 
gern konnen. 

15. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 -14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS Bibliotheken von varianten Passagierpept iden oder 
-polypeptiden erzeugt, in Wirtszellen exprimiert und an 
der Oberflache prasentiert werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch. gekennzeichnet, 

daS die varianten Passagierpept ide oder -polypeptide in 
einem konstanten Kontext eines Passagierpolypept ids pra- 
sentiert werden. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS eine Wirtsbakterienzelle unterschiedliche Passagier- 
peptide oder -polypeptide jeweilsin Verbindung mit ei- 
ner Transporterdomane prasentiert. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS unterschiedliche Transporterdomanen in Verbindung 
mit unterschiedlichen Passagierpeptiden oder -polypepti- 
den verwendet werden. 

r 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 - 18, weiterhin 
umfassend den Schritt des Selekt ionierens einzelner Pas- 
cagierpeptide oder -polypeptide aus einer Bibliothek von 
varianten Peptiden oder Polypeptiden. 

20. Verfahren zur Herstellung einer varianten Population von 
oberflachenexponierten Peptiden oder Polypeptiden und 
zur Identifizierung der Bakterien, die Peptide bzw . Po- 
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lypeptide mit einer jeweils gewunschten Eigenschaft tra- 
gen, wobei das Verf ahren folgende Schritte umfaSt : 

(1) Herstellen eines oder mehrerer Fusionsgene durch 
Klonierung der kodierenden Sequenz eines gewunsch- 
ten Passagiers in frame mit der kodierenden Sequenz 
der Transporterdomane eines Autotransport ers und 
eines Signalpept ides in mindestens einen Vektor; 

(2) Variieren des Passagierpeptids bzw. -polypeptids 
durch Mutagenese ; 

(3) Einbringen des Vektors oder der Vektoren in Wirts- 
bakterien, die den Passagier oder die Passagiere 
stabil an der Oberflache prasentieren konnen, 

(4) Exprimieren des Fusionsgens bzw. der Fusionsgene in 
den Wirtsbakterien; 

(5) Kultivieren der Bakterien zur Produktion des stabil 
oberf lachenexponiert prasentierten Passagiers oder 
der stabil oberf lachenexponiert prasentierten Pas- 
sagiere ; 

(6) gegebenenf alls Selektionieren der Bakterien, die 
den Passagier oder die Passagiere mit den gewunsch- 
ten Eigenschaf ten auf der Oberflache tragen, und 

(7) gegebenenf alls Charakterisieren eines Bindungspart- 
ners fur den Passagier mit den optimalen Eigen- 
schaf ten . 

1. Verf ahren nach Anspruch 20, wobei einzelne Schritte des 
Verfahrens weggelassen werden konnen. 



2. Verf ahren nach Anspruch 20, wobei das Verf ahren mehrmals 
durchlaufen wird. 
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23. Verfahren nach Anspruch 20, wobei man die Transporterdo- 
mane AIDA-I oder eine Variante davon verwendet. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 20 - 23, wobei das irr 
Fusionsprotein enthaltene Passagierprotein ein Peptid 
oder Polypeptid mit einer Affinitat zu einem Bindungs- 
partner, ein Ligand, ein Rezeptor, ein Antigen, ein To- 
xin-bindendes Protein, ein Protein mit enzymat ischer 
Aktivitat, ein Nukleinsaure-bindendes Protein, ein Inhi- 
bitor, ein Chelator-Eigenschatf ten habendes Protein, ein 
Antikorper oder eine Ant igen-bindende Domane eines Anti- 
kdrpers ist . 



25. Verfahren nach einem der Anspriiche 20 - 24, wobei die 
is Identif izierung des Bakteriums, das einen Passagier mit 

einer gewunschten Bindungsaf f initat oberf lachenexponiert 
prasentiert, durch Bindung an einen immobilisierten 
oder/und markierten Bindungspartner erf olgt . 

2o 26. Verfahren nach Anspruch 20, wobei der Bindungspartner so 
modifiziert ist, daS er in einem zweiten Schritt durch 
einen fur die Modifikation spezifischen Bindungspartner 
detektiert werden kann. 

2s 27. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-26, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ Passagierproteine oder Teile davon auf der Bakte- 
rienoberf lache chemisch oder enzymatisch modifiziert 
werden . 

30 

28. Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& die Modifikation eine nicht -kovalente Modifikation 
ist . 

35 

29. Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 
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daS die Modification eine kovaiente Modifikation ist. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, 
dadurch gekennzeichnet , 

da£ die Modifikation eine Glykosyl ierung ist. 

31. Verfahren nach Anspruch 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Modifikation eine Phosphorylierung ist. 

32. Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Modifikation eine Proteolyse ist. 

33. Verfahren nach Anspruch 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS Passagierproteine oder Teile davon durch intrin- 
sische oder extern zugefuhrte Proteasen selektiv von der 
Bakterienoberf lache f reigeset zt werden . 

34. Verfahren nach Anspruch 33, 
da "urch gekennzeichnet , 

dafi Passagierproteine oder Teile davon durch eine in- 
crinsische Protease der Wirtszelie, insbesondere die 
OmpT- Protease, die OmpK- Protease oder die Protease X, 
freigesetzt werden. 

35. Verfahren nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet , 

date Passagierproteine oder Teile davon durch eine extern 
zugefuhrte Protease, insbesondere die IgA-Protease , 
Thrombin oder Faktor X, freigesetzt werden. 

36. Rekombinc nter Vektor auf dem in operativer Verkniipfung 
mit einem Promotor eine fusionierte Nukleinsauresequenz 
lokalisiert ist, umfassend: 

(i) einen Signalpept id-kodierenden Nukleinsaureab- 
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schnitt , 

(ii) einen fur das zu prasent ierende Passagierpept id 
oder/und Passagierpolypept id kodierenden Nuklein- 
saureabschnitt , 

( iii) gegebenenf alls einen fur eine Proteaseerkennungs - 
stelle kodierenden Nukleinsaureabschni t t , 

(iv) einen fur einen Transmembranl inker kodierenden Nu- 
kleinsaureabschni tt und 

(v) einen fur eine Transporterdomane eines Auto- 
transporters kodierenden Nukleinsaureabschnitt; 

wobei der Nukleinsaureabschnitt (ii) gegenuber dem fur 
die Transporterdomane (v) kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt heterolog ist . 

Rekombinantes Gram-negatives Wirtsbakterium, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS es mit einem Vektor nach Anspruch 3 6 transf ormiert 
ist . 

Wirtsbakterium nach Anspruch 37, 
dadurch gekennzeichnet , 

da& es gegenuber dem fur die Transporterdomane (v) ko- 
dierenden Nukleinsaureabschnitt homolog ist. 

Wirtsbakterium nach Anspruch 38, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS es eine E.coli Zelle ist. 

Wirtsbakterium nach einem der Anspruche 3 7 - 39, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Nukleinsaureabschnitt (v) fur die Transporterdo- 
mane des AIDA-Proteins oder eine Variante davon kodiert . 
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PCR mi: 
EF16 + JM6 



t 

EcoRJ 5'ctxB 
Oai 



Noel Kpnl 
XhoJ 



EF16 JM6 

CtxB 
(514bp) 



Verdau mi: Ciai 
und Kpnl 



pBA A*8 



Verdau mit 
Cia) und BamHI 
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JM1 und JM7 



Kpnl 




5* 5- core 



5' linker 



HMII *P 




JM7 



Verdau mil 
Bglll und Kpnl 



JM' 



aida-BmW Linker 
(1383 bp) 



t 

Ligation mit 
T4-DNA Cigase 



t 

5 'ctxB (1) 




Sort! (1907) 
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Linearisieren 
mit Xhol 



Kpnl 




5 ' linker HtndJll 
5' 6*core 



3'fp59 



BarrHJ 



Sal) 



JM7 



oriR(pMBl) 3'bla 



PCR mit JM7 und JM20 



PCT/EP96/01130 



5'bia saxB 
Oat 



Pvul 



Ndai 



JM20 



^ 5 6-core 3 *'P 

Simker / , Hir *n\ 

BamHI 



Sail 



oriR(pMBl) 3*bla 



5'ctxB 



5' Dia 



Pvu! 




Kon( 



Verdau mi! Kpnl, Ligation 
mit T4-DNA Ligase 



5 axB (1) 

Ndel (50) 




oriR ioMBl)(2542) Sail (1750) ^ . 
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DNA-Sequenzen der venvendeten OligonukJeoiide io 1 2 9 
Name Venvendung 1) Lange (bp) Sequenz (5'-3') 



EF16 

JMI 
JM6 

JMI 

JM20 



PCR (+) 

PCR (-) 
PCR (-) 

PCR (+) 

PCR (+) 



36 



30 



30 



44 



TCTAAAACGACGGCCAGTATCACGAGG 
CCCTTTCGT 

GGAAGATCTGCCTCAGAAATGAGGGCC 

CATGGTACCAGGCGTTTTATTATTCCCT 
AC 

CGGGGTACCCTTAATCCTACAAAAGAA 
AGT 

AA GGGTA CCTTTGAAATACTCCGGAGTA 
ATATTTTTGAGGTGTTC 



1) 



W and (-) beziehen s.ch auf den kodierenden ( + ) bzw. den dazu komplementaren DNA-Strang (-). 
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igur 7 

A S V W M 777777777777777* f° 
6 1 ^Z^l P f^l C ™^ 

n k t t t 777i77rGT7i"T77"r - 120 

i2 x ?f T^f ^^^™ CC ^ A ^ A ^ ATOGG ^ATACGCGAATGCAAAAGGT 

AEQLGDF^T 777777777777* "° 

18! ^^^^CACGAGC AACAAAGCTGCCAG^CACACTCGATGGTTATTCTCTC 
K T I N Y T S* N 777777777777* 

24i ^!.! A f !r! A f ^T a ^ ag ^^=aaaatgcaacagggctctttgc^aaact 

g v y g t w 77777777777777' - 00 

WMQYNWF + N A~77777777777* I 

v n l N G L 7 a77T777777777 + - 20 

421 T^f^ 00 ^^^^^ 

w t S p E g 77777777777777* - 80 

4 8 1 ~ - J^VJf. ^^^^aggaggataacggaacgg^tgcagggagca 

w m g v T p 7 t"77777T777777* - 40 



60 



3 



4 1 ^A^-TAATATTC AG ACAAAAGCAGGTATTCGTCCATCCTCGAAGGTCAAAAGCACC 

g k n n i Q 1*7777777777777* 500 



601 ^Jtl^^Zt^ 

l d k d t g 7 r p"7777T777777* - 660 
66i -.T^T^IIT^™^^ 

t h e f g v 7 M s 77777777777* - 20 

721 --^r^T^^^^^^^ATTAC 

q c E r k x 7 i 777777777777' - 



80 

G 



78i ^ A -T5?5 A ^ A Tf A ^^^ a ^^ a ^^^ ga ^ gggagg ^^ < - ; -atctccggagcactggggata 

g va y q ag*g h 77777777777* - 40 



AAATACAGCTTC 
841 352 

K Y S F 
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Figur 8 

l r l r a d a* g g PiTTTTTTTTT -° 

I S N R H A R* A Y~TTV~v"T"g"TVT"g"~l" + "° 

121 ----^I 0 ?.? 000 ?^ 0 ^^ 

D R G W S A S + G G "r"'w""y"a"g""g""Z""Z + "g'VT + "° 
1 81 ™™ C ™t C ^ C _^^ 

V A D R T Y p + G o g'VTVTTTTTTT* f*° 
241 ^!--?-^ff?^?f?f GA ^^ 

GYAAYVG + D "g""g"T"y'"£"TT"v'T"r"Z""o' + -°° 
3 01 ---^.t^^ 

R V D Q Q Y N* I a g"V"d""g~1"r"v"T";"d'"y" + - 60 
3 61 -^--5^^^^^^^^^^^^'^^'^^^^^^^^^GCGGGCGCCGGTTCGAGCTGCCCAACGAC 

RTSGAAWSL e' + c""g""r"T';"TT"; T 'n""d" + - 20 
421 T^TTf ? A&GCCG AGGTCA TC C TCTC GCGCACGTCAGGCAAGCGCTATCGC 

w F A E P Q A* E V m"TVTTT'g'T~R~T~R~ + ^° 
481 G ^- GC ^ CC T!f GCG I CAAGGTCGAC ^CAACACCGCCACGCT^^ 

A S N G L R V* K V d'TVTTTT"g + ~r"T'g~ + "° 

5<i ™ CGC TT CGGCCGCCGCA I^ 

L R F G R R x A L A + G G~VT~V~~Q~TT~A~~R~ + !°° 
601 ^^^^^^ 

l g w t q e f + k s i'TTTTTTTTTT* - 60 

661 ^f^ff 00 ^ 00 ^ 

agagrhgrve* l TT~g~~v~~d~TT~l"g" + ! 2 ° 

721 -^S^ff™!^^^^^ 

KGHNLYASYE TT7T7'r"T7T7 + I" 

TGGTCGTTCCACGCCGGCTACCGCTACAGCTTC 
/ai + + a . 

wsfhagyrysf- 
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1 ^^^5T?rT5?f^I^^ GCCGCACTTGAGGTTATTGATGCCCC ACAGCAATCGGAA 

q s l f a l rrTTTVTTTTTVTT* f° 
k d r l a q E'TTTTTTTTTrTTT' - 20 

12 ! ^TT-TI^!^! 50 ! T 3 ATCAGAATTAT =TGCA.^CAGTAAATAGTATGCTTTCTGTT 

r y 7TTTTT7rrr7T7i77T"r - 80 
1 8 1 f- - t - ^tttgtagatc^agcacaatctgccgtgtggacaaatatc 

q d e l 7777777777777777* - 40 
241 g .5-^.^ a ! aaa ^ gac ?:! atgattctgatgcgttc cgtgcttatca 

a q d k r'777777777777777* . co 

3 o i -51!-°. -I^IT^ 00 Jgcaa^gccttagctaatggacgaattggggcagttttc 

n l r 77777777777777777* - 60 

361 I5 GCA ! A ?f GG J! C AGATAATACC,r ^ATGAACAGGTTAAAAATCACGCGACATTAACG 

s h s r s"777777777"m"77777* - 20 

4 2 1 - ! GA ! C If G ^ G I!!I GCCCAATATCAA TGGGGCGATTTACAATTTGGTGTAAACGTGGGA 

m M s g F'77y'777777777777 + - 80 

4 8 1 - - ~ f-Tf A ?I GCGA f ^^tggctgaagaacaaagccg AAAAATTCATCGAAAAGCG 

t g i 77777777777777777* - 40 

5 4 1 -1^*13*1^1? ^^g^g^tcagttccgtttagggcaattgggcattcagcct 

i n y G ~7777777777777777' . 00 

tat^tggagttaatcgctattttattgaacgtgaaaattatcaatctgaggaagtgaga 



601 

yfgvnryfie 7777777777" - 50 

6 6 1 ^f^S?^ ! AG ^ C T^ ATTT ^^ 

v k x *■ 7777777777777777* - 20 

721 !3! AC T CCGA f AGA I AA I A I CAGCG ^ AAGCCTTA TTTCTTCGTCAATTATC 

f t p ; 7777777777777777* - 80 

7 g ! If f f I^f f y ACAAAGGAG GGTAAATCTCACGGTGTTGCAACAACCATTTGGACG 

snan V q7t 77777777777*r . 
84 1 i a rj ggca ^ gaagtgggatta ^ggcagaaa.ttttacatttccaaatttcc^ 

y w q'77777777777777777 ; - co 

9 o i - If ! CAAAA !5I C ^f f I If A f ^gggcaaacagcaaaatgtgggcgtgaaattgggc 

K Li G 



T 

+ 84G 



isksqgsqlT k'77777'7"k * 950 



TATCGTTGG 

961 969 

V R W 
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igur 10 

! ^:!^T:^f^f:^^^CAGGCACX3ATGGGATCATOTAri^CAGCGAGGGTCGA 

* t s i v t77~7777777777777 + -° 

6 ! ^^^!T^ A ^ 1 ^ CTC ^ C ^ A ^CAa;TCCAGCGA TC 

121 ^-^5T^!^!?f!?^ ^^ GAG -^-CAGCCK3T^AAATCCCTTTGAA 

* E Q L V N c77777~77777777T~ - 8 ° 

1 8 1 - !f T-5!f I A f ^flff ^^^^^^TTCTAGCACAGArTTC AAGTAT 



I SLYNSYV QD GAAS s~77777 + "° 

2 4 1 f ?I!_T?_-:^ A I^^ 

g f v s o S v* rr;'77TiT"rr;'77* 3 . 00 

3 01 ^^^^A^T^ff TAAC ATCCAAAACTTTCGTTTCACCTTCTCTCAAGAGATTGGT 
c r n c c ^ xi* w~" "T - " + ♦ 3SC 



gedsspnmqnfgftf s~V7~: 

TATCGCTTCTTGCTAGGAAATCACAACGAGTGGTATATCACTCCACAAGGGC 



G 



3 61 _________ -"-•<-"--"«- iv*_ _ a i TCCACAAGGGCAAGTTGCT 

Y R F L L G n77~77777777777^ 

4 2 1 IT- ^-T-™ ^ATCAAGCAAACCCTAGGAAGCCACTGGCTAAAAGGC 



LGYFNQSN I KQTLG 77777 



■+ 480 



G 



481 ?-?-™?_T5™5!!f A ^ AGTCCAGGGGCGAA ^AA G CAACT^ 

e q s s i f 77777777777777* - 40 

54 ! ^Tf ^_T_" AC ^ AAGACAAGGGCTCGG ^TCAGAGCTTTATTTGGGCT^ 

n q f t e d k + 7777777777777 + -°° 

6 o 1 ^f5°C™ A !f A ? T G ^lT^ C AATCTTACCCTCGTX.TCTX. ACCTAGGTTCTCTAAAC ACT 

G D Y I S G G*7777777777777 + _ 6 ° 

66i T!^_-5_T_^f! CTAC ^ TA ^^ 

l r t l s s T * 0*777777777777* - 20 

7 2 1 -_^_ _-I_^; _-? A f A !T^ 



kdnhrfyfdfe r"77777777" 7 - 80 

7 8 1 G -tI™ c . c -^:tt c .t™ GC ^ 

d y q f n i g* y 777777777777' - 40 

84i :_Tf_T?f A ; G ! AG ? A :^^^ 

l l a g s m k + d t'77777777777' : 00 

GAGACAGAAGAAATTGAG 
901 * g 18 

E T E E X £ 
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igur 11 

e t t m w rTTTTTTTTTTTTTTTT* -° 

6 1 - f ^^f^^^ATGGTTTATCAGATTGGTCGAGATATTrrGAAGACA 

Q L K T T A N*TTVVTTTT"d"TTTT* ^ 
, 21 -": ATCArcA ^ C ^ CATC ^ TA TTATCGGAGCTTA TC GATATCAGGAT 

1 8 1 T^T^T^I^f ! AGTTATAG ^ACGAG G AACTGTGAGCGGTTATACT 

s k t h n k ?"77TTT777TTT*i"* 240 

2 4 1 - - ^T^?????!??^ 

a a l y s s "~7~7~7~V7~7~TT'g~7*T~m~T + -°° 

A W L Q Y S W*7"7~7"TTTT7~~G~7 + T~G~T* "° 

3 61 ^~^^3'^T^^^^^^'^^^ C: ^ C ^'^^''^ , '^^' < ~ AG^-A^ CTTTTGG AA.G 0TX3GC TAT ATC X AOCC AAC C AX A 

x v s s x g r7777777777777 + - 20 

421 - -fT^ A f ^fl^^^^^^TTCTATCTCAATCCACAAGTCCAGATA 

r w T a h n n* i"777777777777 + i 80 

4 8 1 - - ^^^CAAACGACTATATTG AAC ACAATGGCACTATGGTC AC ATCC 

T R K G V K A + N~7~TT7~VV7~V~M*7" T ~T + !" 

541 

SGGNNIqa K~7~7 7 ~R~~7~ "s" "Z'T "s""q ~s " + 



601 -1-!?^™^°^^^ 

C I D K E T l7 R k'TTTTTT'O" VVk'V* "° 

661 ??!T???^ TK ^^ 

s S k Q y g v* i m'ttvtttttttt* - 20 

721 ^!!!^!!? ACTCW ^^ 

n v i e l k t + g v""g" + g"77777777^ + l B0 

7 8 1 - - --f rT A I CTCAGC ^^ GGTAATAACAG ^ A CAGAGACACCCA.^GGTAT^^ 

g nv s oq l + g n"VTTTTTT~g*TTT + ! 40 

GTG AAAT AT AC CTTC 

841 * 855 

V K Y T v 
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Figur 12 

CTGGGCGAGTTGCGCCTGAATCCGGACGCCGGcr^rc- 




1 ^ _ -jGACGCCGGCGGCGCCTGGGGCCGCGGCTTCGCGCAA 

L G E L R L N + 777777777777~~~^ " 



6 1 I™-- - -r:!r?^f^!^ff CCGGGCGGCGCrr{ =GACCAGAAGGTCGCCGOCrrCGAG 

r q o Z d n"7777T77T77777T* . 20 
lai :™ GCG f CG : CCACGCGG ;^ c ^^ 

L> G A D H A V* A v" 7 7 " G " ~r~ "w"h "777 77* 

! 8 ! GG f I-T^ GCGC °r: G ^f G f G0 ^ ACC ^ACGGC«KCWCCACACCGAC AGCGTC 
G Y T P. G D P.* 7777777777777* 

24i --^T^rr 007 ^ 00 ^^^ 

h v g g y A T * y'77777777777T* 300 



3 01 CGCG f f^CGCCTCGAGAATGACTTC AAGGTGGCGGGCACCGACGGGTACGCGGTCAAG 

r a s r l e N * d'777777777777' - 60 

3 61 GGC ^ G ?^ CCGCACCC ?3^ 

o k y ; T h'77777777777777* - 



20 

H 



4 2 1 G f ff?^I?fTTff T C ?f CCGCAGGCCG AGCTGGCGGTATTCCGGGCCGGCGGCGGT 

a d g w f l 77777777777777* - 80 

4 8 1 - CG T AC f G f G f C ^ CGGCCTGCGG «=TGCGCGACGAAGGCGGCAGCTCGGTGCTGGGT 

a y R A a n g7 r"v"*r'77T7777"Z"7* ! 40 

flclevg*k f"77777"g"77'v"77* - 00 
601 T-- A ! C ^ CCAGCG I^^ 

v i k a s v l* q 77 , o'77777"k'777* ! 60 

661 tVZ G - C ° C .t C -T--^ 

xahrtelrgt*p. a e~7777777' - 2 ° 

7 2 1 --I 0000000 ^^ 

algrghsly 777777777777* - 80 
781 - cc -t gc f gtggacc ^: cacg cgggctaccggtacagctgg 



AMPWTFHAGYRY s" "k 



822 
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gur 13 



i c T gggcgag ^ cgcctcaatccggacgccggcg ^^ 

L C E L R L N P D A + G "g""a"~w"~g""r""g + "f""a~"q" + t° 
6 a f ? f f ™ Trf^f CG CGCCGG2CGGCGC TTCGACCAGAAGGTGGCCGGCTTCGAG 

R Q Q L D N R*"a""g"r" + r"f"W"k""v""a""g""f"e"' - 20 
i 2 1 - 1 ^ C J: C _ C Jl^ C _ C ^ C _^_^^^rOGCCO GCGGGCGCR3GCACC-K3GGCGGGCTGGCC 

L G A D H A V* A V A V~G~~R~~W~~H~~L~ ~G* "g" 77 ~A~ + - 8 ° 

1 a i ^rfT. T. CGCGCGGCG ^ c f gcggg 33taccggcgacggcgggggcc AC ACCGACAGCGTG 

G Y T R G D R g"f"t" + g"d""g""g""g"h~"t + "d""s""v" "° 

2 4 1 ^^.^ ^T gccacctatatcgcc aacagcggtttctacctggacgcgacgctc 

3 01 -- C -f f --f f :f GA ^ TCAC ^ CAAGGTCGCGG <3CAGCGATCGGTACGCGGTCAAG 

R A S R L E N*"d"f"k" + v""a"g"TT"g~TT"v"k"* 

3 6 1 G ?f T A f GG 5 ACCCATGGGGTAGGCGTC TCGCTCGAG^ 

g k y TTTTVVTTTTTTTVTT'h"* 420 

4 2 1 - - f ^3T CC T C ? AGCCCCAGGCCGAGCTCGCGGTC " CCGGGTCGGGGGG GGT 

A D G W F L E + VVTT7~TTT~R~V~g"""~ + 



4 8 1 - CG T- C C _! !f ^Tf _ ^^ff TCfCCCTGCGCG ACGAAGGCGGC AGCTCGGTCCTGGGT 
A Y R A A N TTTTVTVTT'g'TTVT""* 



541 !- C f I^ffT 0 ^ 0 ?! 0000 AAGCGCATGG AA G TGGCAGGCGGCAGGCAGGTCCAGCCA 

R L G I e"TVVTTT7"TTTTT~V~~Q~T* !°° 
601 T- 0 -: 0 ^?! 0 !^! G T G '^ CAGGAGTrCGAGGGGG CGGGTACGGTACGCACCAACGGC 

" y i k a s 77777T7TT TVTTTT* - 60 

6 6 1 - - --f -f -I CG f -f f _ ^ CGCGGCACGCGCGGGG AACTGGGCCT^3GGCATGGCCGCC 

I A H ^TTTTTVYTTTTTTTTTT* I" 

7 2 1 GCGC ! GG ^ CG - CGGCC A f AGCCTG TATGCCTCGTACGAGTACTCCAJVGGGCCCG.^AGCTG 

- gcc atgccgtggaccttccacgcgggctaccggtacagctgg 
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